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Natu¨rlich vorkommende regulatorische T-Zellen (Treg) sind essentiell an der Suppression
von Effektor T-Zellen (Teff) beteiligt und verhindern dadurch beispielsweise Autoimmun-
krankheiten. Außerdem wurde wiederholt beschrieben, dass Treg Immunreaktionen gegen
verschiedene Tumore behindern. Diese Eigenschaft wurde dadurch deutlich, dass in Tiermo-
dellen die Depletion von Treg vor der Tumorinokulation zu vermindertem Wachstum der
Tumore fu¨hrte.
In Melanom-Patienten ist diese pra¨ventive Behandlung nicht durchfu¨hrbar, da der Tumor
in diesen Fa¨llen bereits etabliert ist. Aus diesem Grund sollte im murinen B16 Modell un-
tersucht werden, ob es mo¨glich ist existierende Melanome mittels einer Kombination aus
Treg-Depletion und Teff-Stimulation zu behandeln.
Eine Depletion der Treg mittels Injektion des mAk PC61 vor der Tumorinokulation bewirk-
te die schon beschriebene Verminderung des Tumorwachstums. Im Gegensatz dazu hatte
die Treg-Depletion zu spa¨teren Zeitpunkten wa¨hrend der Tumorentwicklung (fu¨nf oder zehn
Tage nach der Tumorinokulation) ein beschleunigtes Wachstum zur Folge. Die Kombination
von Treg-Depletion und therapeutischer Vakzinierung mit Tumorantigen-beladenen dendri-
tischen Zellen (DC) bewirkte sogar ein sehr stark beschleunigtes Tumorwachstum.
Die pra¨ventive Anwendung von PC61 fu¨hrte zu niedrigeren Anzahlen von tumorassoziier-
ten Treg und gleichzeitig zu einem Anstieg der CD4+ und CD8+ T-Zellen in den Tumoren.
Im Gegensatz dazu konnte bei therapeutischer Treg-Depletion kein Unterschied in der Infil-
tration der Tumore zwischen behandelten und nicht behandelten tumortragenden Ma¨usen
festgestellt werden.
Da durch therapeutische Injektion von PC61 und DC das Tumorwachstum stark beschleunigt
wurde, war anzunehmen, dass der mAk CD25+ Teff depletiert. Zur U¨berpru¨fung dieser An-
nahme wurden Ma¨usen CFSE-gefa¨rbte OVA-spezifische TCR-transgene CD4+ T-Zellen inji-
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ziert. Den Ma¨usen wurden OVA-beladene DC und gleichzeitig PC61 appliziert. U¨berraschen-
der Weise waren weder die Anzahl der re-isolierten transgenen Zellen noch ihre Fa¨higkeit
zu proliferieren und IL-2 zu produzieren in PC61-behandelten Ma¨usen reduziert sondern im
Gegenteil erho¨ht.
Diese Daten zeigen, dass die Beschleunigung des Tumorwachstums durch therapeutische An-
wendung der Treg-Depletion nicht auf einer Ko-Depletion von Teff beruht. Vielmehr scheint
die Entwicklung einer Tumorabstoßung abha¨ngig von der Infiltration der Tumore durch
CD4+ und CD8+ Zellen zu sein. Nur eine pra¨ventive Treg-Depletion vera¨ndert das Infiltra-
tionsmuster des Tumors dahingehend, dass weniger Treg dafu¨r aber mehr CD4+ und CD8+
T-Zellen einwandern. In fortgeschrittenen Tumorstadien scheint der Tumor ein Millieu zu
schaffen, durch dass er den U¨bertritt von T-Zellen und auch mAk ins Tumorgewebe verhin-
dert.
Abstract
Naturally occurring regulatory T cells (Treg) are essentially involved in the suppression of
effector T cells (Teff) to prevent the onset of autoimmune diseases. Furthermore they have
been described to impede immune responses against several tumors. Depletion of Treg before
tumor challenge results in diminished tumor growth in several animal models.
However in melanoma-bearing patients this preventive treatment cannot be applied, as the
tumor is already established. Therefore, it was investigated in the murine B16 model, if it
is possible to treat existing melanomas combining the depletion of Treg with stimulation of
effector T cells.
Depletion of Treg by injection of the mAb PC61 before tumor-challenge resulted in de-
creased tumor growth as has been described by others. In contrast, the depletion of Treg
during tumor development (five or ten days after tumor-challenge) led to accelerated growth
of the tumors. Combing Treg-depletion and therapeutic vaccination using tumorantigen-
loaded dendritic cells (DC) resulted in an even faster tumor growth.
The preventive application of PC61 led to diminished numbers of tumorassociated Treg and
at the same time to an increase of CD4+ and CD8+ T cells in the tumors. In contrast, in
the therapeutic setting no difference in the infiltration of tumors occured between the Treg
depleted mice and non-treated tumor-bearing mice.
As the tumor growth was strongly enhanced after therapeutic injections of PC61 and DC,
it could be assumed that the mAb depletes CD25+ Teff. To test this assumption, mice we-
re injected with CFSE-labelled OVA-specific TCR-transgenic CD4+ T cells. The mice were
then injected with OVA-loaded DC and at the same time with PC61. Surprisingly, neither
the amount of recovered transgenic cells nor their ability to proliferate and produce IL-2 was
not diminished but rather enhanced in PC61-treated mice.
Abstract xii
These data show that the acceleration of the tumor growth after therapeutical Treg-depletion
is not due to a co-depletion of Teff. It seems that the development of tumor rejection is
dependent on the infiltration by CD4+ and CD8+ T cells. The preventive Treg-depletion
results in diminished infiltration by Treg and enhanced infiltration of CD4+ and CD8+ T
cells. During later stages of tumor development the tumor seems to create a millieu that
disables the diapedesis of T cells and mAb into the tumor tissue.
1 Einleitung
Das Immunsystem setzt sich aus zwei Hauptkomponenten zusammen, der angeborenen Im-
munita¨t und der adaptiven (oder erworbenen) Immunita¨t. Zu den Zellen der angeborenen Im-
munita¨t za¨hlen Granulozyten, Makrophagen und das Komplementsystem. Natu¨rliche Killer-
zellen (NK-Zellen) werden ebenfalls der angeborenen Immunita¨t zugeordnet, stellen aber ein
Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Immunita¨t dar.
Die adaptive Immunita¨t wird von B- und T-Zellen vermittelt und zeichnet sich durch Spezi-
fita¨t, Diversita¨t (VDJ-Rekombination), Geda¨chtnis, Selbstbeschra¨nkung und die Fa¨higkeit
zwischen Selbst und Fremd zu unterscheiden aus. Diese Fa¨higkeit der Unterscheidung be-
wirkt die sogenannte Selbst-Toleranz, die sich im gesunden Ko¨rper dadurch auszeichnet, dass
Selbst-Antigene im allgemeinen keine Immunreaktionen auslo¨sen.
Tumore nutzen diese Eigenschaft, um dem Immunsystem zu entgehen. Da Tumore aus ur-
spru¨nglich normalen Ko¨rperzellen entstehen, werden sie nicht als Fremd erkannt und lo¨sen
somit keine Immunreaktion aus.
1.1 Tumorimmunologie
Tumore entstehen durch das progressive Wachstum einer einzigen durch Anha¨ufung von Mu-
tationen transformierten Zelle. Diese Mutationen ko¨nnen entweder spontan entstehen oder
aber durch exogene Faktoren wie karzinogene Substanzen (Tabakrauch, bestimmte Chemi-
kalien) oder Viren (Zervixkarzinom durch HPV, Hepatozellula¨res Karzinom durch HBV)
ausgelo¨st werden.
In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass durch Injektion von lethal bestrahlten Tumor-
zellen eine T-Zell abha¨ngige Abstoßung der spa¨ter injizierten Tumorzellen erreicht wird [1, 2].
Diese Tatsache zeigt, dass es mo¨glich ist tumorspezifische Immunreaktionen auszulo¨sen. Um
wirksame Methoden zur Tumortherapie entwickeln zu ko¨nnen ist es daher notwendig, die
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Zusammenha¨nge zwischen Tumorentwicklung und Reaktionen des Immunsystems auf den
Tumor zu untersuchen.
An einer Tumorabstoßung sind hauptsa¨chlich T-Zellen beteiligt. Daher ist es notwendig T-
Zell Reaktionen gegen Tumore zu charakterisieren um sie fu¨r Therapiezwecke modifizieren
zu ko¨nnen.
1.1.1 T-Zellen
Die Vorla¨uferzellen der T-Zellen (Pra¨-T-Zellen) entstehen im Knochenmark und wandern zur
weiteren Entwicklung in den Thymus. Dort reifen die Pra¨-T-Zellen zu T-Zellen heran, die mit-
tels des T-Zell Rezeptors (TCR) Peptide (Antigene) erkennen ko¨nnen, die von ko¨rpereigenen
Strukturen, den MHC-Moleku¨len (Major histocompatibility complex), pra¨sentiert werden
[3]. Im Kortex des Thymus findet zuna¨chst die positive Selektion der T-Zellen statt. Dabei
u¨berleben nur T-Zellen, deren TCR die ko¨rpereigenen MHC-Moleku¨le erkennt. Die negati-
ve Selektion findet in der Medulla des Thymus statt. Die medulla¨ren Thymusepithelzellen
(mTEC) pra¨sentieren u¨ber MHC-Moleku¨le ko¨rpereigene Peptide (Autoantigene). T-Zellen
deren TCR mit zu starker Avidita¨t (Bindungssta¨rke) diese Autoantigene erkennt, werden
deletiert [4, 5, 6].
Durch diese Selektion werden die meisten autoreaktiven T-Zellen entfernt, bevor sie in die
peripheren Lymphorgane auswandern ko¨nnen. Diese Selektion von T-Zellen, die nicht auf
Autoantigene reagieren, wird auch als zentrale Toleranz bezeichnet.
MHC Moleku¨le pra¨sentieren Peptide und werden in Klasse I und II eingeteilt. MHC Klasse
I wird von allen kernhaltigen Zellen exprimiert und pra¨sentiert intrazellula¨re Antigene, die
durch Prozessierung durch das Proteasom entstehen. Die MHC Klasse I Moleku¨le werden
spezifisch vom TCR der CD8+ T-Zellen erkannt.
MHC Klasse II wird auf professionellen antigenpra¨sentierenden Zellen (APC), wie dendri-
tischen Zellen (DC), Makrophagen oder B-Zellen, exprimiert und pra¨sentiert Peptide von
extrazellula¨ren Antigenen, die von diesen Zellen aufgenommen und endosomal durch Pro-
teasen prozessiert werden. Diese Moleku¨le werden vom TCR der CD4+ T-Zellen erkannt [9].






















Zelltod durch fehlende 
Überlebenssignale
Abb. 1.1: Selektion des TCR Repertoires adaptiert nach Hogquist et al., 2005 und
Schwartz et al., 2005 [7, 8].
Im Thymuskortex u¨berleben nur T-Zellen, die Selbst-MHC mit einer gewissen Avidita¨t erkennen.
Diese positiv selektierten Zellen werden anschließend in der Medulla der negativen Selektion un-
terzogen. Dabei werden autoreaktive T-Zellen entweder deletiert oder werden zu Treg, wobei eine
geringe Menge an T-Zellen u¨berlebt, die potentiell Autoantigene erkennen ko¨nnen.
die spezifische Bindung des TCR an einen Peptid:MHC-Komplex vermittelt. Das zweite Si-
gnal wird durch die Bindung von kostimulatorischen Moleku¨len (CD28 auf T-Zellen; B7 auf
APC) vermittelt. Dadurch kommt es zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, die bewir-
ken, dass die Zelle proliferiert und Zytokine produziert. Ohne dieses zweite Signal wird die
T-Zelle anerg, kann also nicht mehr proliferieren oder Zytokine produzieren [10, 11, 12].
Nach der Interaktion mit einer aktivierten APC differenzieren CD8+ T-Zellen zu zytotoxi-
schen T-Lymphozyten (CTL). Sobald sie ihren spezifischen Peptid:MHC Komplex erkennen
setzen sie Perforine und Granzyme frei, die die Zielzelle durchlo¨chern und Apoptose auslo¨sen.
Außerdem exprimieren sie FasL (CD95L) auf ihrer Oberfla¨che, wodurch sie Fas (CD95) auf
Zielzellen binden und somit ebenfalls Apoptose in diesen Zellen induzieren.
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CD4+ T-Zellen differenzieren abha¨ngig vom Zytokinprofil der APC entweder zu Th 1-, Th 2-
oder Th 17-Zellen, wobei die von den jeweiligen Th-Zellen produzierten Zytokine hemmend


















Abb. 1.2: Th-Zelllinien adaptiert nach Afzali et al., 2007 [13]).
Th-Vorla¨uferzellen ko¨nnen abha¨ngig vom Zytokinmillieu zu verschiedenen Th-Zellen differenzieren. Anwesen-
heit von IL-12 bewirkt die Polarisierung zur Th 1-Zelle, die durch Expression des Transkriptionsfaktors T-bet
und Produktion der Zytokine TNF-α und IFN-γ charakterisiert sind. Dabei verhindert IFN-γ die Differen-
zierung von Th 2-Zellen. Durch IL-4 werden die Vorla¨uferzellen zu Th 2-Zellen, die den Transkriptionsfaktor
GATA-3 exprimieren und IL-4, IL-5 und IL-13 produzieren. IL-4 verhindert außerdem die Differenzierung
von Th 1-Zellen. Th-Vorla¨ufer differenzieren in Anwesenheit von TGF-β zu FoxP3-exprimierenden Treg,
die TGF-β und IL-10 produzieren ko¨nnen. Durch IL-23 oder durch die Kombination von TGF-β und IL-6,
differenzieren die Vorla¨ufer zu Th 17-Zellen, die IL-17 produzieren.
In Anwesenheit von IL-12 entstehen Th 1-Zellen, die unter anderem IFN-γ, TNF-α und
GM-CSF produzieren und aktivierend auf Makrophagen wirken.
Th 2-Zellen entstehen in Anwesenheit von IL-4, produzieren IL-4, IL-5 und IL-13 und be-
wirken die Aktivierung von B-Zellen [14, 15, 16].
Die erst seit kurzem entdeckten Th 17-Zellen entstehen durch Il-23 oder die Kombination
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von TGF-β und IL-6. Sie produzieren IL-17 und wurden im Zusammenhang mit Autoim-
munreaktionen beschrieben [17, 18, 19].
CD4+ T-Zellen werden außerdem beno¨tigt, um CD8+ T-Zellen zu aktivieren. Durch CD4+




Eine weitere Subpopulation der CD4+ T-Zellen stellen die regulatorischen T-Zellen dar. Sie
sind in Lage aktivierte T-Zellen zu supprimieren.
1.1.2 Regulatorische T-Zellen (Treg)
Da wa¨hrend der Selektion von T-Zellen im Thymus nicht alle Autoantigene pra¨sentiert wer-
den ko¨nnen, u¨berleben immer auch einige autoreaktive T-Zellen. Deshalb gibt es ebenfalls
Mechanismen, die der peripheren Toleranz dienen. Einer dieser Mechanismen sind regulato-
rische T-Zellen (Treg), die in der Lage sind Effektor T-Zellen zu supprimieren.
Den ersten Hinweis auf die Existenz von T-Zellen mit suppressiver (regulatorischer) Funk-
tion gaben Untersuchungen an Nagetieren, deren Thymus entfernt wurde.
Eine Thymektomie in neugeborenen Ma¨usen fu¨hrte, wenn sie nicht spa¨ter als am dritten Tag
nach der Geburt durchgefu¨hrt wurde, zur Entwicklung von Autoimmunreaktionen gegen die
Ovarien. Die Autoimmunreaktionen konnten durch Injektionen von syngenen CD4+ T-Zellen
verhindert werden [22]. Durch diese Beobachtungen konnten die suppressiv wirkenden Zel-
len eindeutig der Population der CD4+ Zellen zugeordnet werden. Eine a¨hnliche Wirkung
hatte eine Thymektomie und Ro¨ntgenbestrahlung bei adulten Ratten, bei denen nach dieser
Behandlung Autoimmunreaktionen gegen die Schilddru¨se beobachtet wurden [23].
Im Laufe der Zeit wurden natu¨rliche regulatorische T-Zellen (Treg) pha¨notypisch und funk-
tionell charakterisiert, wobei versucht wurde, einen spezifischen Oberfla¨chenmarker fu¨r diese
Subpopulation zu finden. In diesem Zusammenhang wurden viele Marker beschrieben, die
auf Treg exprimiert werden, die allerdings auch auf aktivierten Effektor T-Zellen vorkommen
(CD5 [24], CD45RB [25, 26], CD25 [27], CD62L [28], GITR [29, 30], CTLA-4, Neuropilin
[31], OX-40[32]).
Mittlerweile dient die Kombination dieser Marker als relativ sicherer Nachweis fu¨r Treg.
Besonders das CD25-Moleku¨l wird ha¨ufig als Merkmal fu¨r Treg verwendet. Es wird von
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ruhenden T-Zellen unter normalen Umsta¨nden nicht exprimiert, sondern erst nach ihrer Ak-
tivierung heraufreguliert. Treg hingegen exprimieren auch in ruhendem Zustand CD25.
Ein weiterer wichtiger Marker, der zumindest in der Maus ausschließlich in Treg vorkommt,
ist der Transkriptionsfaktor Forkheadbox P3 (FoxP3), dessen Gen auf dem X-Chromosom
lokalisiert ist. Beim Menschen kann FoxP3 jedoch auch in konventionellen T-Zellen expri-
miert werden, kommt hier also als spezifischer Marker fu¨r Treg nicht in Frage [33].
Eine Mutation im FoxP3-Gen wurde fu¨r Patienten mit IPEX (immune dysregulation polyen-
docrinopathy enteropathy X-linked syndrome) und ebenfalls fu¨r scurfy-Ma¨use beschrieben,
die einen Knock-out fu¨r das FoxP3 Gen aufweisen. Ma¨nnliche Nachkommen dieser Ma¨use
sterben spa¨testens einen Monat nach der Geburt, Weibchen entwickeln schwere Autoimmun-
erkrankungen [34, 35].
In naiven Ma¨usen betra¨gt der Anteil der Treg 5-10 % innerhalb der CD4+ T-Zellen und sie
werden ebenso wie konventionelle CD4+ T-Zellen im Thymus selektiert [36, 37]. Außerdem
ko¨nnen Treg in der Peripherie aus konventionellen T-Zellen durch TGF-β induziert werden
[38, 39].
Funktionell lassen sich Treg von konventionellen T-Zellen dadurch unterscheiden, dass sie
nach in vitro TCR-Stimulierung und Kostimulierung nicht proliferieren und kein IL-2 pro-
duzieren, also anerg sind. Jedoch sind Treg nach ihrer Aktivierung u¨ber den TCR in der
Lage die Proliferation konventioneller T-Zellen zu supprimieren. Diese Inhibierung ist anti-
genunabha¨ngig [40, 41, 42].
Im gesunden Ko¨rper besteht eine Balance zwischen autoreaktiven Zellen und Treg. So soll
eine Aktivierung von autoreaktiven T-Zellen verhindert werden. Durch das Fehlen von Treg
ko¨nnen autoreaktive T- und B-Zellen nicht mehr supprimiert werden, was zur Ausbildung
von Autoimmunita¨t, wie im Falle von IPEX Patienten und scurfy Ma¨usen, fu¨hrt. Umgekehrt
tra¨gt die Pra¨senz von Treg in Tumorpatienten oder tumortragenden Ma¨usen dazu bei, die





Es sind verschiedene Tumorassoziierte Antigene (TAA) bekannt, die in sechs Antigenklas-
sen eingeteilt werden (s. 1.1, wobei es sich bei den meisten TAA um ko¨rpereigene Antigene
handelt. Die erste Klasse, die Keimzellen Antigene, wird nur wa¨hrend der Embryonalent-
wicklung und spa¨ter in den ma¨nnlichen Keimzellen exprimiert. Ein Beispiel dafu¨r ist MAGE,
das das erste identifizierte Tumorassoziierte Antigen war und von CTL erkannt wird [43, 44].
Eine weitere Antigenklasse stellen die Differenzierungs Antigene dar. Diese werden nur in
bestimmten Geweben oder Zellen exprimiert.
Durch Punktmutationen oder Genumlagerungen bzw. fehlerhafte Modifikation nach der
Translation sind die dritte bzw. vierte Klasse der TAA charakterisiert.
Antigenklasse Antigen Tumor
I) Keimzellen Antigene (Cancer
Testis)
MAGE Melanom
II) Differenzierungs Antigene Tyrosinase; TRP-1, -2; gp75 Melanom
MART-1; Melan-A; gp100
III) mutierte Onkogene oder Tu-
morsuppressorgene




V) U¨berexpression von Selbst-
Antigenen
HER2/neu Mammakarzinom
VI) virale Antigene EBNA-1 (EBV) Burkitt-Lymphom
E6+E7(HPV 16) Zervixkarzinom
Tabelle 1.1: Tumorantigene
In einigen Tumorarten werden Selbst-Antigene u¨berexprimiert. Diese werden der fu¨nften
TAA Klasse zugeordnet.
Die letzte Klasse der Tumorantigene bildet einen Kontrast zu den anderen Klassen, da es
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sich hier nicht um ko¨rpereigene sondern um virale Antigene (onkovirale Proteine) handelt.
Immunreaktionen gegen die tumorspezifischen Antigene finden allerdings in vivo nur a¨ußerst
selten statt. Einerseits ist dies vermutlich darauf zuru¨ckzufu¨hren, dass es sich bei den oben
genannten Antigenen oftmals um Selbst-Antigene handelt. Andererseits haben Tumore ver-
schiedene Mo¨glichkeiten, um der U¨berwachung durch das Immunsystem zu entgehen. Diese
werden auch als
”
immune escape“-Mechanismen bezeichnet. Ein Mechanismus beruht bei-
spielsweise auf einem gewissen Selektionsdruck auf den Tumor. Tumorzellen, die aufgrund
ihrer Expression von bestimmten Tumorantigenen vom Immunsystem erkannt werden, wer-
den von T-Zellen dezimiert. Durch das schnelle Tumorwachstum gibt es aber auch immer
mutierte Zellen, die Antigenvarianten exprimieren und somit der T-Zell-Antwort entgehen
und u¨berleben.
Eine weitere Mo¨glichkeit, der U¨berwachung durch das Immunsystem zu entgehen ist die
Produktion von Zytokinen, die direkt hemmend auf T-Zellen wirken (TGF-β, IL-10). Die-
se Zytokine ko¨nnen entweder von den Tumorzellen selbst, oder durch tumorinfiltrierende
Lymphozyten, wie Makrophagen oder DC, produziert werden [45, 46, 47]. Ein weiterer
Escape-Mechanismus ist die Herunterregulierung von MHC-Moleku¨len und dadurch eine
ungenu¨gende Pra¨sentation von Antigenen. Dies bewirkt, dass der Tumor eine reduzierte Im-
munogenita¨t aufweist und nicht vom Immunsystem erkannt wird. Das maligne Melanom ist
ein charakteristisches Beispiel fu¨r einen sehr schwach immunogenen Tumor.
1.2 Das maligne Melanom
Das maligne Melanom ist ein kutaner Tumor melanozytischen Ursprungs. In Europa macht
das maligne Melanom etwa 1 bis 2 % aller malignen Tumore aus. Jedes Jahr kommt es zu
ca. 18000 neu diagnostizierten Fa¨llen und etwa 5000 Todesfa¨llen europaweit.
Als Hauptrisikofaktor gilt die ungeschu¨tzte Exposition gegenu¨ber Sonnenlicht (UV-A- und
UV-B-Strahlung). Außerdem spielt der Hauttyp eine entscheidende Rolle fu¨r die Entwick-
lung des malignen Melanoms. Diese Feststellung geht mit der Beobachtung einher, dass 20
Mal mehr hellha¨utige als dunkelha¨utige Menschen am malignen Melanom erkranken [48].
Andererseits gibt es auch eine genetische Pra¨disposition zur Entwicklung des malignen Me-
lanoms. Berichten zufolge kommt diese Erkrankung in einigen Familien geha¨uft vor. Diese
9 1 Einleitung
Fa¨lle machen ungefa¨hr 5-10 % aller Fa¨lle von malignem Melanom aus und gehen mit Scha¨den
in bestimmten Genen, wie CDK4 (cyclin-dependent kinase 4) oder p16, deren Produkte am
Zellzyklus beteiligt sind, einher [43].
Seit einigen Jahren nimmt die Inzidenz des malignen Melanoms zu, wobei aber die Morta-
lita¨tsrate ungefa¨hr gleich bleibt, was auf eine fru¨here Erkennung des Tumors schließen la¨sst.
Die Klassifizierung des malignen Melanoms in vier Stadien und neun Abstufungen dieser
Stadien erfolgt anhand der TNM-Stadieneinteilung (T = Tumordicke, N = Lymphknoten-
beteiligung, M = Fernmetastasierung).
Wa¨hrend des ersten Stadiums sind lediglich die Epidermis sowie der obere Teil der Dermis
betroffen, wa¨hrend die Tumorgro¨ße nicht mehr als 1,5 mm betra¨gt. Bei Entfernung des Tu-
mors in diesem Stadium liegt die U¨berlebensrate fu¨r die folgenden fu¨nf Jahre bei ca. 90 %.
Beim U¨bergang in Stadium II hat der Tumor eine Gro¨ße zwischen 1,5 mm und 4 mm erreicht
und sich u¨ber die Dermis in die Subkutis ausgebreitet. Die 5-ja¨hrige U¨berlebensrate variiert
in diesem Stadium zwischen 78 % (Stadium IIA) und 45 % (Stadium IIC).
Im anschließenden Stadium III kommt es zur Invasion der regionalen Lymphknoten durch
Tumorzellen und kann daru¨ber hinaus zur Entwicklung von zusa¨tzlichen Tumoren in unmit-
telbarer Umgebung des Ursprungstumors fu¨hren. Die U¨berlebensrate fu¨r die folgenden fu¨nf
Jahre variiert ebenfalls stark zwischen 69 % und 13 %.
Wa¨hrend des vierten Stadiums kommt es zur Metastasierung in weiter entfernte Organe wie
Leber, Lunge, Knochen oder Gehirn. Dabei verschlechtert sich die Prognose bei Leber- und
Hirnmetastasen erheblich; die 5-ja¨hrige U¨berlebensrate bei Diagnose dieses Stadiums betra¨gt
nur noch zwischen 18 % und 9 % [49, 50].
Zur Zeit ist diese Art der Einteilung nach Tumorgro¨ße und Ausbreitung die beste Mo¨glichkeit
eine Prognose fu¨r diese Tumorart zu erstellen.
1.2.1 Klassische Behandlungsmethoden
Die schlechte Prognose bezu¨glich der U¨berlebensrate kommt erst zustande, wenn der Tumor
begonnen hat zu metastasieren. Die chirurgische Entfernung des Prima¨rtumors ist die ein-
zig effektive therapeutische Maßnahme beim malignen Melanom. Bei der Behandlung der
Metastasen in spa¨teren Tumorstadien zeigen Methoden wie Radiotherapie oder systemische
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Chemotherapie wenig Erfolg. Die Radiotherapie wird hauptsa¨chlich als palliative Therapie
zur tempora¨ren Verminderung der Symptome bei lokalen inoperablen Metastasen eingesetzt
[51, 52].
Das im Zusammenhang mit metastasierendem Melanom am ha¨ufigsten verwendete Che-
motherapeutikum ist Dacarbazine (DTIC = 5-(3,3-Dimethyl-1-triazenyl)imidazole-4-carbox-
amide) [53]. Dieses ist ein Zytostatikum das zur Gruppe der Alkylantien geho¨rt. Diese sind
in der Lage DNA-Stra¨nge zu vernetzen und dadurch die Replikation und somit die Zelltei-
lung zu verhindern. Da Melanomzellen eine hohe Resistenz gegenu¨ber Chemotherapeutika
aufweisen liegt die Wirkung des DTIC auf metastasierende Melanomzellen bei nur 14-20 %
und ha¨lt fu¨r lediglich vier bis sechs Monate an. Auch Kombinationstherapien, bei denen mit
verschiedenen Chemotherapeutika gleichzeitig behandelt wurde, zeigten keine Steigerung der
U¨berlebensrate.
Da DTIC hauptsa¨chlich auf stark proliferierende Zellen wirkt, werden langsam wachsende
maligne Zellen verschont. Diese langsam proliferierenden Zellen sind vermutlich verantwort-
lich fu¨r das Auftreten neuer Metastasen nach vermeintlich erfolgreicher Therapie [54].
Die einzige therapeutische Methode, die zu einem gewissen Grad die U¨berlebensrate der Pa-
tienten verbessert ist eine sogenannte
”
Biochemotherapie“ mit hochdosiertem Interferon-α
(IFN-α) [55, 56, 57, 58].
1.2.2 Neue Therapieansa¨tze
Bisher wurden Krebsmedikamente durch zufa¨lliges
”
screening“ von Substanzen entwickelt,
die allerdings gro¨ßtenteils auch toxisch auf gesunde Ko¨rperzellen wirken. In letzter Zeit wird
daher versucht zielgerichteter nach Medikamenten zu suchen. Beispielsweise werden Inhibi-
toren fu¨r Tyrosinkinase Rezeptoren oder Antiko¨rper gegen U¨berlebensfaktoren des Tumors
eingesetzt [59, 60]. Die so entwickelten Medikamente erzielten bereits bei Brust-, Lungen-,
Nieren- und anderen Karzinomen gute therapeutische Wirkungen.
Wie Tab. 1.1 verdeutlicht, sind fu¨r das maligne Melanom verha¨ltnisma¨ßig viele Tumoranti-
gene bekannt. Diese Gegebenheit ist die Grundlage fu¨r einen weiteren Therapieansatz, die
sogenannte Immuntherapie. Dabei macht man sich zunutze, dass in Tumorpatienten kleine
T-Zellpopulationen identifiziert werden konnten, die zwar von Melanomzellen exprimierte
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Tumorantigene (1.1.3) spezifisch erkennen, aber nicht in der Lage zu sein scheinen, eine Ab-
stoßungereaktion gegen den Tumor hervorzurufen.
In klinischen Studien wurde daher versucht, diese T-Zellen zu stimulieren um eine effektive
Abstoßung des Tumors zu erreichen. Zu diesem Zweck wurden Patienten mit metastasieren-
dem Melanom autologe dendritische Zellen injiziert, die zuvor mit MAGE-Peptiden beladen
worden waren. Dabei zeigte sich, dass es in einigen wenigen Patienten zu einer teilweisen
Regression des Tumors kam [61, 62, 63, 64].
Diese viel versprechenden Studien ko¨nnen aus ethischen Gru¨nden allerdings nur bedingt
durchgefu¨hrt werden. Um also immuntherapeutische Ansa¨tze weiterzuentwickeln und zu spe-
zifizieren, ist es angebracht sich eines Tiermodells zu bedienen.
Besonders im Falle des malignen Melanoms gibt es wenige geeignete Tiermodelle. Das am
ha¨ufigsten verwendete Modell ist das des murinen B16 Melanoms, das eine große A¨hnlichkeit
zum humanen Melanom aufweist. Es handelt sich hierbei um Tumorzellen, die klassische
Melanomantigene (TRP-2, gp100), sowie MHC Klasse I Moleku¨le des Haplotyps H-2b ex-
primieren. Um B16 als Modell fu¨r solide Tumore zu verwenden werden die Tumorzellen s.c.
injiziert; fu¨r ein Metastasen-Modell werden die Zellen i.v. injiziert. Die auf diese Weise in-
duzierten Tumore erweisen sich als vergleichbar aggressiv, wie das maligne Melanom des
Menschen.
Mit Hilfe dieses Modells wurden ebenfalls viel versprechende Experimente zur Vakzinierung
gegen das Melanom durchgefu¨hrt. Beispielsweise konnte gezeigt werden, das eine Immunisie-
rung von Ma¨usen mit dendritischen Zellen, die mit dem Tumorantigen TRP-2 transduziert
oder gepulst waren, die Bildung von Lungenmetastasen bzw. das Wachstum eines soliden
Tumors verhinderten [65, 66, 67]. Daru¨ber hinaus zeigte sich auch, dass die Anwesenheit von
Treg sich negativ auf die Wirkung der Vakzinierung auswirkte [68, 69, 70].
1.2.3 Treg in der Tumorimmunologie
Die Tatsache, dass Treg eine Rolle bei der Unterdru¨ckung von Immunreaktionen gegen Tu-
more spielen wurde sowohl human als auch im murinen Modell nachgewiesen. In einer Studie
mit 104 Patientinnen mit Ovarialkarzinom wurde gezeigt, dass Treg durch das von Tumorzel-
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len und infiltrierenden Makrophagen produzierte Chemokin CCL22 zum Tumor migrierten,
wo sie sich anreicherten. Dort supprimierten sie tumorspezifische Reaktionen von Effektor
T-Zellen. Die Anwesenheit der Treg im Tumor ging außerdem mit einer erho¨hten Todesrate
einher [71].
Bei der Untersuchung von karzinomato¨ser neoplastischer Meningitis wurde festgestellt, dass
in der Zerebrospinalflu¨ssigkeit von Patienten erho¨hte Konzentrationen der chemotaktisch ak-
tiven Chemokine CCL17 und CCL22 auftraten, die zu einer lokal erho¨hten Anzahl von Treg
fu¨hrte, was wiederum mit einer schlechteren Prognose einher ging [72].
Diese Daten deuten darauf hin, dass die Anwesenheit von Treg am Ort der Tumorentwick-
lung ein immunsuppressives Millieu fo¨rdert, das zu versta¨rktem Tumorwachstum beitra¨gt.
Um wirksame Tumortherapien entwickeln zu ko¨nnen ist es daher essentiell eine Methode zu
finden, mittels der Treg aus Tumorpatienten entfernt oder ihre Funktion inhibiert werden
kann.
Auch in murinen Tumormodellen konnte eine Akkumulation von Treg in Tumoren nachge-
wiesen werden. In einem Fibrosarkom machten Treg in spa¨ten Stadien den Hauptteil der
infiltrierenden Lymphozyten aus [73]. Im murinen Kolonkarzinom CT26 wurde gezeigt, dass
die Anzahl der Treg in tumortragenden Ma¨usen in drainierenden Lymphknoten und Milz
stark ansteigt [74]. Auch in Sarkomen wurde beobachtet, dass eine relativ große Menge an
Treg im Tumorinfiltrat zu finden ist [75].
Fu¨r das B16 Melanom wurde ebenfalls gezeigt, dass Treg im Tumor vorkommen [76]. Obwohl
noch nicht mit Sicherheit gekla¨rt ist, ob Treg spezifisch im B16 Melanom akkumulieren, ob
sie zum Tumorort migrieren, oder ob sie im Tumor oder den drainierenden Lymphknoten
konvertiert werden, gibt es einen einzelnen Hinweis auf ihren Ursprung im Tumor. Mittels
BrdU Einbau wurde festgestellt, dass tumorinfiltrierende Treg durch TGF-β, das von unrei-
fen DC produziert wird, zur Proliferation angeregt werden [47].
Diese Daten zeigen, dass Treg auch im Maussystem eine entscheidende Rolle spielen.
Aus diesen Gru¨nden wurden in murinen Tumormodellen verschiedene Mo¨glichkeiten der
Treg-Depletion oder Inaktivierung getestet, um eine Vakzierung und/oder Therapie zu ver-
bessern.
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Zur in vivo Depletion von Treg wird meist ein monoklonaler Antiko¨rper (mAk) gegen das
fu¨r Treg charakteristische Oberfla¨chenmoleku¨l CD25 eingesetzt. Dieser mAk (PC61) wird
systemisch appliziert und bewirkt die Depletion der Treg. Dabei ist immer noch umstritten
ob es sich dabei um eine Komplement-vermittelte Entfernung oder lediglich eine Antiko¨rper-
vermittelte Inaktivierung der Zellen handelt [77, 78, 79, 80].
Es konnte gezeigt werden, dass eine Depletion der Treg mittels PC61-Injektion vor der In-
okulation der B16-Tumorzellen zu einer Abstoßung der Tumore fu¨hrte und eine Immunita¨t
gegenu¨ber B16 erzielt wurde. U¨ber die Frage welche Zellen dabei fu¨r die Tumorabstoßung
verantwortlich sind gibt es widerspru¨chliche Aussagen in der Literatur. Dieser Effekt ko¨nnte
sowohl durch CD8-Zellen und NK-Zellen, ausschließlich durch CD4-Zellen oder einer gemein-
samen Wirkung dieser drei Faktoren vermittelt werden [81, 82].
In anderen Studien wurde die Treg-Depletion durch PC61 mit weiteren therapeutischen Me-
thoden kombiniert, um die Effektivita¨t der Tumorabstoßung zu erho¨hen.
In einer Studie wurden Treg in Ma¨usen mittels PC61 depletiert und anschließend mit einer
Kombination aus Vakzinierung mit GM-CSF-produzierenden bestrahlten B16-Zellen und ei-
ner Blockierung von CTLA-4 behandelt. Auf diese Weise sollten neben der PC61-induzierten
Depletion von Treg außerdem tumorspezifische Immunreaktionen durch bestrahlte B16-
Zellen und die Antiko¨rper-vermittelte Blockierung des inhibitorischen Rezeptors CTLA-4,
der auf aktivierten konventionellen CD4+ T-Zellen exprimiert wird, versta¨rkt induziert wer-
den. Dabei konnte gezeigt werden, dass diese Behandlung zur Verlangsamung des Tumor-
wachstums fu¨hrte, was darauf zuru¨ckzufu¨hren war, dass die Tumore durch die Behandlung
sta¨rker von aktivierten Effektor T-Zellen infiltriert wurden. Die U¨berlebensrate der Ma¨use
wurde außerdem deutlich erho¨ht [76, 83].
Neben bestrahlten Tumorzellen wird auch die Injektion von Antigen-beladenen DC als Mit-
tel verwendet, um Tumor-spezifische T-Zellen zu aktivieren. Reife DC, die entweder durch
Elektroporation mit mRNA fu¨r ein bestimmtes Antigen oder durch Kokultur mit lysierten
Tumorzellen zur Pra¨sentation von Tumorantigenen gebracht wurden, aktivieren nach ihrer
Injektion in Ma¨use antigenspezifische CD8+ und CD4+ T-Zellen. Dadurch kommt es zum
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verlangsamten Tumorwachstum. Durch eine zusa¨tzliche Depletion der Treg mittels PC61 vor
dieser Behandlung kann dieser Effekt erheblich verbessert werden und fu¨hrt zu lang anhal-
tendem Schutz vor Tumorwachstum [68, 69].
Diese Studien zeigen, dass Treg suppressiv auf potentielle tumorreaktive T-Zellen wirken und
somit bei der Tumorimmunita¨t eine entscheidende Rolle spielen. In der Konsequenz hemmt
ihre Depletion ein anschließendes Tumorwachstum.
Welche Wirkung die Treg-Depletion allerdings zu spa¨teren Zeitpunkten der Tumorentwick-
lung hat, was fu¨r therapeutische Zielsetzungen von Bedeutung wa¨re, ist nicht hinreichend
gekla¨rt.
Fu¨r die Anwendung im Menschen steht bislang kein, mit PC61 vergleichbarer Antiko¨rper,
zur Verfu¨gung. Allerdings wurde in einigen humanen Studien ein Fusionsprotein aus IL-2
und Diphterie Toxin (ONTAK, Denileukin Diftitox) verwendet, das ebenfalls in der Lage ist
Treg in vivo zu depletieren. U¨ber das IL-2-Ende bindet dieses Fusionsprotein an CD25 auf
Treg und wird internalisiert. In der Zelle wird das Diphterie Toxin aktiviert und verhindert
die weitere Proteinbiosynthese, wodurch die Zelle stirbt.
Berichte u¨ber den durch ONTAK erreichten Depletionserfolg von Treg in Melanompatien-
ten sind jedoch widerspru¨chlich. Insgesamt konnte keine verbesserte Prognose erzielt werden
[84, 85].
Bei einem relativ neuen Ansatz macht man sich die Wirkung der kostimulatorischen Mo-
leku¨le OX40 und OX40L zunutze. OX40 wird auf konventionellen und regulatorischen CD4+
T-Zellen exprimiert. Wa¨hrend die Bindung von OX40 an seinen Liganden (OX40L) bei kon-
ventionellen CD4+ T-Zellen zur Ausbildung von Effektorfunktionen fu¨hrt, wirkt sie auf Treg
inhibierend. In der Folge verlieren sie die Fa¨higkeit Effektorzellen zu supprimieren [86, 32, 87].
Durch die Injektion von mit OX40L transfizierten DC konnte bereits gezeigt werden, dass
T-Zell-vermittelte Reaktionen gegen Tumore verbessert wurden [88].
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1.3 Zielsetzung
Die bisher verwendeten klassischen Behandlungsmethoden zeigen im Melanom nur wenig Er-
folg, da sich die Tumorzellen durch eine hohe Resistenz gegenu¨ber Chemotherapeutika wie
DTIC auszeichnen. Daru¨ber hinaus wirken diese Behandlungsmethoden nur unspezifisch auf
sich schnell teilende Zellen.
Neue Therapieansa¨tze, wie die Beladung von DC mit Tumorantigenen, wirken selektiv auf
die Tumorzellen und nicht auf andere proliferierende Zellen des Ko¨rpers. Klinische Studien
zeigten jedoch, dass diese neuen Tumortherapien alleine nicht ausreichen, um eine Abstoßung
bereits etablierter Tumore bewirken zu ko¨nnen. Dies ko¨nnte beispielsweise auf die immun-
suppressive Wirkung von Treg zuru¨ckzufu¨hren sein. Diese Zellen ko¨nnen in verschiedenen
Tumoren beim Menschen aber auch im Mausmodell nachgewiesen werden und ihre Anwe-
senheit korreliert mit einer negativen Prognose.
Eine Mo¨glichkeit Tumorabstoßungsreaktionen zu verbessern ko¨nnte daher die Depletion von
Treg darstellen. In diesem Zusammenhang konnte bereits die pra¨ventive Therapie, also die
Treg-Depletion vor der Tumorinokulation, erfolgreich eingesetzt werden, um Vakzinierungen
gegen verschiedene Tumore im Mausmodell zu verbessern.
In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob eine Depletion der Treg als therapeu-
tische Maßnahme, also nach der Tumorinokulation, eingesetzt werden ko¨nnte. Dazu wurden
folgende Teilaspekte untersucht.
Zuna¨chst sollte die Effektivita¨t der Treg Depletion durch die Injektion des mAk PC61 be-
stimmt werden. Dabei sollte ebenfalls festgestellt werden, ob durch die Injektion dieses An-
tiko¨rpers Nebenwirkungen auf andere Lymphozyten entstehen.
Anschließend sollte diese Methode eingesetzt werden, um Treg in tumortragenden Ma¨usen ei-
nerseits pra¨ventiv oder therapeutisch zu depletieren. Hier sollte die Wirkung des Zeitpunktes
der Treg-Depletion auf das Tumorwachstum charakterisiert werden. Daru¨ber hinaus sollte
untersucht werden, ob Tumorantigen-spezifische T-Zellen durch Injektion von Tumorlysat-
beladenen DC zusa¨tzlich aktiviert werden ko¨nnen und so eine Tumorabstoßung induziert
wird.
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Ein weiterer zu untersuchender Aspekt war die Wirkung der Treg-Depletion auf die Vertei-
lung von Lymphozyten in Tumor-drainierenden Lymphknoten und den Tumoren. In diesem
Zusammenhang sollte festgestellt werden, ob die Depletion von Treg die Zusammensetzung
der Tumorinfiltrierenden Lymphozyten vera¨ndert. Hierbei sollten insbesondere Unterschiede
zwischen der pra¨ventiven und der therapeutischen Applikation des mAk PC61 untersucht
werden.
In funktionellen Analysen sollte außerdem die Frage gekla¨rt werden, ob der mAk PC61 in
der Lage ist aktivierte Effektor T-Zellen zu depletieren oder zu inaktivieren.
2 Material
2.1 Gera¨te und Zubeho¨r
Tabelle 2.1: Gera¨te und Zubeho¨r
Gera¨te Typ und Zubeho¨r Hersteller
Brutschra¨nke MCO-20 AIC Sanyo Fisher Sales (Europe)
MCO-17 AI GmbH, Mu¨nchen, D
Durchflusszytometer BD FACSCanto BD Biosciences,
+ FACSDiva Software Heidelberg, D
Erntegera¨t MicroBeta FilterMate-96 PerkinElmer (Packard),
Harvester Waltham, USA
Flu¨ssigkeits-Szintillations- MicroBeta TriLux PerkinElmer,
Analysator 1450LSC and Waltham, USA
Luminescence Counter
Gelgießstand Cast-It S Peqlab, Erlangen, D
Gelkammer PerfectBlue Doppelgel- Peqlab, Erlangen, D
system Twin S;
Gelgro¨ße 10×10 cm
Geldokumentations- ChemiDoc XRS System Bio-Rad, Mu¨nchen,D
system
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Gera¨te Typ und Zubeho¨r Hersteller
Hamiltonpipette 1 ml Hamilton Bonaduz AG,
Bonaduz, CH
Horizontalschu¨ttler Polymax wave Heidolph Instruments
platform shaker GmbH, Schwabach, D
Kryotom CM 1850 UV Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar, D
MACS Magneten Quadro MACS Separator Miltenyi Biotec, Bergisch-
Mini MACS Separator Gladbach, D
Mikroskope ID03 Carl Zeiss GmbH, Offenbach, D
Leica DM IL Leica Mikrosysteme Vertrieb
Leica DM IRB GmbH, Wetzlar, D
Peristaltische Pumpe Peristaltic Pump P-1 GE Healthcare Europe
GmbH, Mu¨nchen, D
pH-Meter PH211 autocalibration HANNA Instruments,
bench pH/mV-meter Leighton Buzzard, GB
Multikanalpipette Finnpipette (8 Kana¨le) Thermo Fisher Scientific, Inc.
Waltham, USA
Pipetten 2µl - 1000 µl Gilson, Bad Camberg, D
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann Laborgera¨te,
Eberstadt, D
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Gera¨te Typ und Zubeho¨r Hersteller
Pra¨parierbesteck Dumont, CH
Photometer Helios Gamma UV-Vis Thermo Fisher Scientific, Inc.
Spectrophotometer Waltham, USA
Sterilbank Herasafe HS 18, Klasse II Heraeus Instruments, Hanau, D
Trockenschrank Memmert GmbH + Co.KG,
Schwabach, D
Vortex TopMix 94323 Heidolph Instruments GmbH,
u.Co.KG, Schwabach, D
Waagen ABJ-120-4M Kern und Sohn GmbH,
EW600-2M Balingen, D
Za¨hlkammer Neubauer Brand GmbH, Schwerin, D
0,0025mm2/0,1mm




Blot-Membran PVDF Membranes; Roche, Mannheim, D
hydrophob
Porengro¨ße: 0,45 µm
Blotting-Papier WhatmanR GB003 Whatman GmbH, Dassel, D
Dialyseschla¨uche MWCO: 12.000- 14.000 Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, D
FACS-Ro¨hrchen BD FalconTM 5 ml BD Biosciences, Heidelberg, D
Falconro¨hrchen 15 ml und 50 ml Greiner Bio-One GmbH,
(Polystyrol) Frickenhausen, D
Glaspipetten 10 ml Hirschmann, Eberstadt, D
Kanu¨len BD MicrolanceTM 3 Beckton Dickinson,




Kompartimen- Celline CL 1000 INTEGRA Biosciences
tierter Bioreaktor GmbH, Fernwald, D
Kryo-Ro¨hrchen Nunc Cryo Tube Nunc GmbH, Invitrogen,
Vials (1 ml) Karlsruhe,D
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MACS-Sa¨ulen LD Miltenyi Biotec,
MS Bergisch-Gladbach, D
Lochplatten Microtest U-bottom 96-well BD Biosciences, Heidelberg, D
96-well cell culture cluster Costar R©, Corning,
flatbottom New York, USA
24-well cell culture cluster Costar R©, Corning,
flatbottom New York, USA
6-well cell culture plates BD Biosciences,
Heidelberg, D
Pasteur Pipetten Pasteur Capillary pipettes; WU, Mainz, D
short size; 150mm
Petrischalen 100×15 mm Falcon, BD Biosciences,
Heidelberg, D
Plastikpipetten 2ml, 10ml, 25ml SARSTEDT AG u. Co.,
Nu¨mbrecht, D
Reaktionsgefa¨ße Eppendorf-Gefa¨ße Eppendorf AG, Hamburg, D
0,5 ml; 1,5 ml
Skalpelle Disposable Scalpels Feather Safety Razor CO.,
LTD., Osaka, Japan
Spritzen BD Discardit II, 5 ml, BD Biosciences, Heidelberg, D
10ml, 20ml, 60ml
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Sterilfilter Minisart 0,20 µm Sartorius, Go¨ttingen, D
Zellkulturflaschen 25 cm2; 75 cm2; 175 cm2 Nunc GmbH,
Invitrogen, Karlsruhe,D
Zellkulturschalen 100×15 mm; Nunc GmbH, Invitrogen,
60×15 mm Karlsruhe, D
Zellsiebe 70 µm Falcon, BD Biosciences,
Heidelberg, D
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2.3 Antiko¨rper und Chemikalien
2.3.1 Antiko¨rper
Tabelle 2.3: Antiko¨rper
Antiko¨rper Klon Isotyp Spezies Hersteller
B220-PE RA3-6B2 IgG2a,κ Ratte BD Biosciences, Heidelberg, D
CD3-FITC 145-2C11 IgG1,κ Armenischer BD Biosciences, Heidelberg, D
Hamster
CD4-APC/-PE RM4-5 IgG2a,κ Ratte BD Biosciences, Heidelberg, D
-FITC/-PerCP
CD8α-FITC 53-6.7 IgG2a,κ Ratte BD Biosciences, Heidelberg, D
CD11b-APC/ M1/70.15 IgG2b,κ Ratte BD Biosciences,Heidelberg, D
-PE
CD11c-APC/ HL3 IgG1,λ Armenischer BD Biosciences, Heidelberg, D
-PE Hamster
CD25-APC 7D4 IgM,κ Ratte Beckman Coulter, Krefeld, D
-PE
CD25 PC61 IgG1,λ Ratte BD Biosciences, Heidelberg, D
CD69-PE H1.3F3 IgG1,λ Armenischer BD Biosciences, Heidelberg, D
Hamster
CD90.1 OX-7 IgG1, κ Maus- BD Biosciences, Heidelberg, D
(Thy-1.1)-PE BALB/c
F4/80-PE CI:A3-1 IgG2b Ratte AbD Serotec, Du¨sseldorf, D
F4/80-APC BM8 IgG2a,κ Ratte NatuTec (eBioscience),
Frankfurt a. M., D
FoxP3-FITC FJK-16s IgG2a,κ Ratte NatuTec(eBioscience),
Frankfurt a. M., D
Gr-1-PE RB6-8C5 IgG2b,κ Ratte BD Biosciences, Heidelberg, D
IL-2-APC JES6-5H4 IgG2b,κ Ratte eBioscience, San Diego, USA
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Antiko¨rper Klon Isotyp Spezies Hersteller
IL-4-APC 11B11 IgG1,κ Ratte eBioscience, San Diego, USA
IFN-γ-APC XMG1.2 IgG1,κ Ratte eBioscience, San Diego, USA
NK1.1-APC PK136 IgG2a Maus Caltac (Invitrogen GmbH),
Karlsruhe, D
MHCII-FITC 2G9 IgG2a,κ Ratte BD Biosciences, Heidelberg, D





Ammoniumchlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Ammoniumperoxydisulfat (APS) Roth, Karlsruhe, D
Aqua ad injectabilia Braun, Melsungen, D
β-Mercaptoethanol Merck, Darmstadt, D
Stammlo¨sung: 50 mM
BD GolgiPlugTM BD Biosciences, Heidelberg, D
Protein Transport Inhibitor
(Containing Brefeldin A)
Biocoll-Trennlo¨sung, 1,077 g/ml Biochrom AG, Berlin, D
Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
CFSE Invitrogen, Karlsruhe, D
Complete Freund’s Adjuvants Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Di -Natriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt, D
DMSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
DMEM High Glucose (4,5g/l) GibcoTM/Invitrogen, Karlsruhe, D
w/o Glutamine
DNase II Roth, Karlsruhe, D
ECL-Reagenz GE Healthcare Europe GmbH,
Mu¨nchen, D
Ethanol, 70%, 99,9% Roth, Karlsruhe, D
EDTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
FCS1 (Fetal Calf Serum Gold) PAA Laboratories, Pasching, A
Glycin Roth, Karlsruhe
HEPES, 1M PAA Laboratories, Pasching, A




Ionomycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Isopropanol Roth, Karlsuhe, D
Kaliumhydroxycarbonat Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Kollagenase Typ VI Worthington; CellSystems Biotechnologie
Vertrieb GmbH, St. Katharinen, D
Lipopolysaccharide from Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Escherichia coli 0111:B4
L-Glutamin, 200 mM (100×) PAA Laboratories, Pasching, A
Methanol Roth, Karlsruhe
[methyl -3H]-Thymidin GE Healthcare Europe GmbH,
(926 GBq/mmol; 25 Ci/mmol) Mu¨nchen, D
Natrium-di -hydrogenphosphat Merck, Darmstadt, D
Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth, Karlsruhe, D
Natriumpyruvat, 100 mM Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Natronlauge, 1 M Roth, Karlsruhe, D
Ovalbumin (OVA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
PBS instamed 9,55 g/l Biochrom AG, Berlin, D
Penicillin/Streptomycin Lo¨sung (100×) PAA Laboratories, Pasching, A
Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
RPMI 1640 Medium, flu¨ssig PAA Laboratories, Pasching, A
ohne Glutamin
RPMI 1640 Medium, Pulver Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
ohne Natriumbicarbonat
Salzsa¨ure, 1N Roth, Karlsruhe, D
Saponin Merck, Darmstadt, D
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Chemikalien Firma
TEMED Roth, Karlsruhe, D
Tris-Base Roth, Karlsruhe, D
Trypanblau Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
Trypsin/EDTA (10×) PAA Laboratories, Pasching, A
Tween-20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
2.4 Kits
CD4+ Isolation Kit, mouse Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, D
CD25+ Microbead Kit, mouse Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, D
CellTraceTMCFSE Cell Proliferation Kit Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
FITC anti-mouse/rat FoxP3 Staining Set NatuTec (eBioscience), Frankfurt a. M., D
PKH26 Fluorescent Cell Linker KIT Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D
2.5 Puffer und Medien






in H20 bidest. pH 7,3
FACS-Puffer
FCS 1 % (v/v)
in PBS pH 7,3
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FACS-Puffer mit Saponin
FCS 1 % (v/v)
Saponin 0,1 % (w/v)
in PBS pH 7,3
MACS-Puffer
BSA 2,5 % (w/v)
EDTA 2 mM







Kollagenase IV 0,5 % (w/v)
DNase II 0,05 % (w/v)
in FACS-Puffer pH 7,3
4% Paraformaldehyd
Zur Herstellung der 4%igen Paraformaldehydlo¨sung wurden 450 ml H2Odest unter Ru¨hren
auf 60◦C erhitzt und 20 g PFA Pulver hinzugefu¨gt. Dazu wurde tropfenweise 2N NaOH
gegeben, bis die Lo¨sung klar wurde. Die Lo¨sung wurde mit 50 ml PBS (x 10) aufgefu¨llt und
der pH auf 7,2 eingestellt. Aliqots wurden bei -20◦C gelagert.
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2.5.2 Puffer fu¨r Proteinanalytik
Natriumphosphat-Puffer
Die Konzentrationen der beiden Phosphatkomponenten wurde anhand der Henderson-Hassel-
balch-Gleichung (pH = pKs + log10 × c(A−)c(HA)) fu¨r einen pH von 7,0 ermittelt:
0,1 M Na2HPO4 61,3 ml
0,1 M NaH2PO4 38,7 ml
Elutionspuffer
Glycin/HCl 0,1 M
in H2Obidest. pH 2,7
SDS-Ladepuffer
Tris/HCl 62,5 mM; pH 6,8
SDS 2 % (w/v)
Glycerin 10 % (v/v)
DTT 50 mM
Bromphenolblau 0,01 % (w/v)
Trenngelpuffer
Tris/HCl 1,5 M
in H2Obidest. pH 8,8
Sammelgelpuffer
Tris/HCl 0,25 M
in H2Obidest. pH 6,8
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Mischverha¨ltnisse fu¨r 2 Minigele (11%)
Trenngel Sammelgel
Acrylamid (30%) 7,3 ml 1,25 ml
Bisacrylamid (2%) 2,2 ml 0,5 ml
Trenngelpuffer 5,0 ml - -
Sammelgelpuffer - - 6,3 ml
H2Odest. 4,8 ml 4,0 ml
SDS (10%) 400 µl 120 µl
APS (100 mg/ml) 100 µl 60 µl






Methanol 45 % (v/v)
H2Odest. 45 % (v/v)
Essigsa¨ure 10 % (v/v)
Coomassie-Blau 1,5 mM
Entfa¨rbelo¨sung
Ethanol 10 % (v/v)
Essigsa¨ure 10 % (v/v)





FCS 5 % (v/v)
HEPES 10 mM
L-Glutamin 2 mM
Pen/Strep 1 % (v/v)
B16-Einfriermedium
DMEM (High Glucose)
FCS 5 % (v/v)
HEPES 10 mM
L-Glutamin 2 mM
Pen/Strep 1 % (v/v)
DMSO 10 % (v/v)
PC61-Komplettmedium
RPMI
FCS 5 % (v/v)
Natriumpyruvat 1 mM
L-Glutamin 2 mM
Pen/Strep 1 % (v/v)






Pen/Strep 1 % (v/v)





FCS 5 % (v/v)
Natriumpyruvat 1 mM
L-Glutamin 2 mM
Pen/Strep 1 % (v/v)
β-Mercaptoethanol 0,1 % (v/v)
(Stammlo¨sung: 50 mM)
DMSO 10 % (v/v)
R5
RPMI
FCS 5 % (v/v)
HEPES 10 mM
L-Glutamin 2 mM
Pen/Strep 1 % (v/v)
R10
RPMI
FCS 10 % (v/v)
HEPES 10 mM
L-Glutamin 2 mM
Pen/Strep 1 % (v/v)
DC-Medium
RPMI
FCS 5 % (v/v)
HEPES 10 mM
L-Glutamin 2 mM
Pen/Strep 1 % (v/v)
GM-CSF 10 % (v/v)
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2.6 Versuchstiere
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 6-8 Wochen alte C57BL/6N Ma¨use (Charles
River, Sulzfeld) und OTII-transgene Ma¨use (OTII-Ma¨use) verwendet, die zusa¨tzlich zum
transgenen T-Zell-Rezeptor (transgene α-Kette = Vα 2) den Thymozytenmarker Thy-1.1
exprimieren.
Der transgene TCR der OTII CD4+ Zellen erkennt das MHC Klasse II spezifische OVA-
Peptid 323-339 (KISQAVHAAHAEINEAG) im Kontext mit dem MHC-Haplotyp I-Ab.
C57BL/6N Ma¨use weisen den gleichen Haplotyp auf exprimieren jedoch den Thymozyten-
marker Thy-1.2.
Die Tiere wurden in Makrolonka¨figen des Typs II bei einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12
Stunden gehalten und hatten ad libitum Zugang zu Futter und Trinkwasser.
Genehmigungen zur To¨tung von Ma¨usen und Organentnahme lagen vor, die Experimente
wurden ordnungsgema¨ß aufgezeichnet und u¨ber den Tierschutzbeauftragten der Universita¨t
Heidelberg dem Regierungspra¨sidium Karlsruhe gemeldet.
Eine Genehmigung zur Durchfu¨hrung von Tumorexperimenten an lebenden Wirbeltieren lag




3.1 Zellen und Kultivierungsbedingungen
3.1.1 Zelllinien
In der vorliegenden Arbeit wurde mit der Zelllinie B16F10 (B16; murine Melanomzellen)
und dem Hybridom PC61 gearbeitet. Die Zelllinie B16F10 wa¨chst adha¨rent als einschichti-
ger Zellrasen, das Hybridom PC61 wa¨chst in Suspension. Zur Kultivierung und Expansion
wurden die Zellen in ihrem entsprechendem Medium (s. 2.5.3) in Zellkulturflaschen verschie-
dener Gro¨ße bei 37◦C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank aufbewahrt.
B16 Zellen wurden je nach Konfluenzgrad alle 2-4 Tage passagiert. Dazu wurde das Medium
abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gespu¨lt und mit Hilfe von Trypsin/ EDTA vom
Boden der Zellkulturflasche gelo¨st. Dazu wurden die Zellen in Anwesenheit von 1 ml Tryp-
sin/EDTA im Brutschrank inkubiert und anschließend mit serumhaltigem Medium abge-
spu¨lt. Dabei diente das Serum dem Abstoppen der enzymatischen Aktivita¨t des Trypsins. Die
Zellen wurden in ein Falconro¨hrchen u¨berfu¨hrt und abzentrifugiert (7 min; 300×g, 4◦C). Der
U¨berstand wurde verworfen, das Zellpellet in B16-Medium resuspendiert und im Verha¨ltnis
1:2 bis 1:12 ausgesa¨t.
PC61 Zellen wurden alle vier bis fu¨nf Tage passagiert, indem sie direkt in Falconro¨hrchen
u¨berfu¨hrt, abzentrifugiert und 1:10 verdu¨nnt weiter kultiviert wurden.
3.1.2 Einfrieren und Auftauen
Zuna¨chst wurden die B16 Zellen mit Trypsin vom Boden der Kulturschale oder -flasche ab-
gelo¨st und die PC61 Zellen direkt aus der Kulturflasche in Falconro¨hrchen u¨berfu¨hrt. Die
Zellsuspension wurde abzentrifugiert (7 min; 300×g , 4◦C) und das Zellpellet in DMSO-
haltigem Einfriermedium resuspendiert und in Kryoro¨hrchen u¨berfu¨hrt. DMSO verhindert
die Eiskristallbildung in den Zellen wa¨hrend des Einfriervorgangs.
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Die Kryoro¨hrchen wurden u¨ber Nacht in einer Einfrierbox, die mit Isopropanol gefu¨llt
war, auf -80◦C herunter geku¨hlt. Danach wurden die Zellen in flu¨ssigen Stickstoff (-210◦C)
u¨berfu¨hrt, in dem sie u¨ber Jahre konserviert werden ko¨nnen.
Zum Auftauen wurden die Zellen im 37◦C Wasserbad zu¨gig aufgetaut (1 min), in 10 ml
warmem Medium aufgenommen und einmal gewaschen, um toxische DMSO-Reste zu ent-
fernen. Anschließend wurden die Zellen in 7 ml Kulturmedium (B16-Medium bzw. PC61-
Na¨hrmedium) resuspendiert, in eine Zellkulturflasche (25 cm2) u¨berfu¨hrt und kultiviert.
3.1.3 Zellzahlbestimmung
Um Anzahl und Vitalita¨t von Zellen in einer Zellsuspension zu ermitteln wurden die Zellen
1:10 mit Trypanblau gemischt und die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauerza¨hlkammer be-
stimmt. Trypanblau wird von einer intakten Zellmembran ausgeschlossen, kann also nur in
Zellen eindringen bei denen die Integrita¨t der Zellmembran nicht mehr gegeben ist. Dies ist
bei toten oder apoptotischen Zellen der Fall. Die Zellzahl die in 16 Za¨hlquadraten der Neu-
bauerza¨hlkammer bestimmt wird, multipliziert man mit 104 und mit dem Verdu¨nnungsfaktor
10 (bei einer 1:10 Verdu¨nnung mit Trypanblau). Dadurch ergibt sich die Konzentration le-
bender Zellen pro µl Medium.
3.1.4 Isolierung von Lymphozyten aus Lymphknoten und Milz
Lymphozyten wurden aus Milz und peripheren Lymphknoten (pLN) von C57BL/6N Ma¨usen
oder OTII Ma¨usen isoliert. Bei den pLN handelt es sich um die unter der Haut befind-
lichen Unterkieferlymphknoten (Lymphonodus (Lnn.) mandibularis) und die Halslymph-
knoten (Lnn. cervicales superficiales), sowie die Lymphknoten des Achsellymphzentrums
(Lnn. axillares et cubiti), die Leisten- (Lnn. inguinales superficiales) und die Kniefalten-
lymphknoten (Lnn. subiliaci). Vor der Organentnahme wurden die Ma¨use durch CO2-Be-
gasung zuna¨chst geto¨tet. Anschließend konnten die Lymphknoten und die Milz steril ent-
nommen werden. Zur Gewinnung der Lymphozyten wurden die Lymphknoten und die Milz
mechanisch zerkleinert und durch ein Zellsieb (70 µm) gegeben. Diese Zellsuspension wurde
abzentrifugiert (10 min; 300×g; 4◦C) und einmal mit PBS gewaschen (Zellpellet in 10 ml PBS
aufgenommen, abzentrifugiert, U¨berstand verworfen). Um die Erythrozyten aus der Milzzell-
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suspension zu entfernen, wurde zusa¨tzlich eine Erythrozytenlyse durchgefu¨hrt. Hierzu wur-
den Zellpellets aus einer Milz mit 3 ml Erythrozytenlysepuffer resuspendiert. Nach 3 min
wurde die Reaktion mit PBS abgestoppt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. An-
schließend wurde die Zellzahl der Lymphozyten bestimmt und die Zellen fu¨r weiterfu¨hrende
Experimente verwendet.
3.1.5 Isolierung von Lymphozyten aus Tumorgewebe
Um tumorinfiltrierende Lymphozyten zu isolieren wurden tumortragenden Ma¨usen die Tu-
more steril entnommen und das Gewebe anschließend mechanisch zerkleinert. Damit in-
filtrierende Lymphozyten aus dem Gewebe isoliert werden konnten, musste zuna¨chst die
Tumormatrix entfernt werden. Dazu wurden die zerkleinerten Tumore 30-45 min bei 37◦C
in 5 ml Kollagenaselo¨sung pro Tumor verdaut. Der Verdau wurde anschließend mit R10
abgestoppt und die Tumore durch ein Zellsieb gedru¨ckt. Die Lymphozytensuspension wurde
danach einmal mit R10 gewaschen und die Zellzahl der Lymphozyten bestimmt.
3.1.6 Anreicherung von CD4+ Zellen mittels magnetischer Zellsortierung (MACS)
Die magnetische Zellsortierung (MACS = magnetic activated cell sorting) ermo¨glicht die
Anreicherung einer Zellpopulation aus einer Gesamtpopulation aufgrund der Bindung von
an Antiko¨rper gekoppelten paramagnetischen Partikeln (Beads), an spezifische Oberfla¨chen-
moleku¨le. Die Anreicherung von CD4+ Zellen erfolgte beispielsweise mittels eines CD4+ T
Cell Isolation Kit der Firma Miltenyi Biotec.
Mit diesem Kit werden zuna¨chst CD8+ Zellen, Makrophagen, B-Zellen, NK-Zellen und ery-
throide Zellen mit biotinylierten Antiko¨rpern markiert und u¨ber paramagnetische Parti-
kel, die an gegen Biotin gerichtete Antiko¨rper gebunden sind, in einem magnetischen Feld
zuru¨ckgehalten. Auf diese Weise werden CD4 Zellen negativ angereichert und somit weder
die Funktionalita¨t noch der Reifegrad der CD4+ Zellen durch die Bindung eines Antiko¨rpers
beeinflusst. Fu¨r die Aufreinigung von Lymphozyten aus Lymphknoten und Milz wurden die
Zellen geza¨hlt und gema¨ß den Herstelleranweisungen auf 15×107 Zellen in einem Volumen
von 40 µl in MACS-Puffer eingestellt. Fu¨r die negative Anreicherung der CD4+ Zellen wurde
diese Zellsuspension mit 10 µl Biotin-Antiko¨rper-Cocktail pro 40 µl MACS-Puffer versetzt.
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Nach einer zehnminu¨tigen Inkubation bei 4◦C wurden 30 µl MACS-Puffer und 20 µl Anti-
Biotin-Microbeads pro 107 Zellen zur Zellsuspension gegeben und der Ansatz fu¨r weitere
15 min bei 4◦C inkubiert. Anschließend wurde die Zellsuspension einmal mit MACS-Puffer
gewaschen und auf 15×107 Zellen pro 3 ml in MACS-Puffer eingestellt. Die Zellen wurden
u¨ber eine LD-Sa¨ule gegeben und mit 3 ml MACS-Puffer eluiert. Die LD-Sa¨ule war zuvor
im MACS-Magneten befestigt und mit MACS-Puffer a¨quilibriert worden. Die Reinheit der
angereicherten Zellen wurden mittels FACS-Analyse u¨berpru¨ft, bevor die Zellen fu¨r weitere
Experimente eingesetzt wurden.
3.1.7 Anreicherung von CD25+ Zellen aus CD4+ Zellen mittels MACS
Die Anreicherung von CD25+ Zellen erfolgte mittels eines CD25+-MicroBead Kit der Fir-
ma Miltenyi Biotec. Hierbei wird aus zuvor angereicherten CD4+ Zellen die Subpopula-
tion der CD4+CD25+ Zellen positiv angereichert. Die CD25+ Zellen werden mit einem PE-
konjugierten Antiko¨rper gegen CD25 markiert. U¨ber paramagnetische Partikel, an die gegen
PE gerichtete Antiko¨rper gebunden sind, werden die so markierten Zellen detektiert und in
einem Magnetfeld zuru¨ckgehalten.
Nach der Anreicherung von CD4+ Zellen (s. 3.1.6) aus einer Lymphozytensuspension wurden
die CD4+ Zellen geza¨hlt und entsprechend den Angaben des Herstellers auf 1×107 Zellen in
100 µl MACS-Puffer eingestellt.
Fu¨r die positive Anreicherung von CD25+ wurde die Zellsuspension mit 10 µl CD25-Anti-
ko¨rper pro 100 µl MACS-Puffer versetzt und fu¨r 10 min bei 4◦C inkubiert. Die Zellen wurden
einmal mit MACS-Puffer fu¨r 10 min bei 300×g und 4◦C gewaschen, in 90 µl MACS-Puffer
pro 1×107 Zellen aufgenommen und mit 10µl anti-PE Beads fu¨r 15 min bei 4◦C inkubiert.
Anschließend wurden die Zellen einmal mit MACS-Puffer gewaschen und auf 15×107 in
500 µl MACS-Puffer eingestellt. Die Zellsuspension wurde u¨ber eine MS-Sa¨ule gegeben, die
zuvor mit MACS-Puffer a¨quilibiert worden war und drei Mal mit je 500 µl MACS-Puffer
gespu¨lt. Die in der Sa¨ule verbleibenden Zellen wurden nach dem Entfernen des Magneten
mit einem Stempel aus der Sa¨ule gedru¨ckt und einmal in MACS-Puffer gewaschen. Um
den Reinheitsgrad der CD25+ Zellen zu erho¨hen, wurden sie ein weiteres Mal u¨ber eine
MS-Sa¨ule gegeben. Nach einem weiteren Waschschritt erfolgte die Bestimmung der Zellzahl
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der CD25+ Zellen. Die Reinheit der angereicherten Zellen wurden mittels FACS-Analyse
u¨berpru¨ft, bevor die Zellen fu¨r weitere Experimente eingesetzt wurden.
3.1.8 Isolierung und Reifung dendritischer Zellen aus murinem Knochenmark
(BM-DC)
Um dendritische Zellen (DC) aus Knochenmark von Ma¨usen zu gewinnen, wurden Tibia
und Femur steril entnommen und mit 70%igem Ethanol gereinigt. Mit Hilfe einer 20 ml
Spritze und einer 26G×1/2”Kanu¨le wurde das Knochenmark mit PBS aus den Knochen
herausgespu¨lt und durch auf- und abpipettieren eine Einzelzellsuspension hergestellt. Diese
Zellsuspension wurde u¨ber ein Zellsieb gegeben und gewaschen (7 min; 300×g; 4◦C). Konta-
minierende Erythrozyten wurden durch eine zweiminu¨tige Inkubation in 1 ml Erythrozyten-
Lysepuffer lysiert. Im Anschluss wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und die Zell-
zahl bestimmt. Danach wurden die Zellen in einer 24-Loch Platte in einer Dichte von 1,5×106
Zellen pro Loch in DC-Medium ausgesa¨t.
Murine DC sind wa¨hrend der ersten Tage in Kultur adha¨rent, lo¨sen sich jedoch wa¨hrend der
Reifung vom Boden der Kulturplatten ab. Um verunreinigende Zellen zu entfernen wurden
die DC daher am zweiten Tag gru¨ndlich mit DC-Medium gewaschen und am vierten Tag
wurde vorsichtig die Ha¨lfte des Mediums ausgetauscht. Nach sechs Tagen in Kultur wurden
die Zellen geerntet und gewaschen. Sie konnten entweder direkt als unreife DC verwendet,
oder u¨ber Nacht mit Antigen beladen und gereift werden. Dazu wurden die geernteten DC in
einer Dichte von 3×106 Zellen in 3 ml DC-Medium pro Loch in eine 6-Loch Platte ausgesa¨t
und wie in 3.2 beschrieben behandelt.
3.2 Beladung und Stimulierung von murinen BM-DC
Um DC als antigenpra¨sentierende Zellen z. B. in Proliferationstests nutzen zu ko¨nnen,
mu¨ssen unreife DC mit Antigen beladen und gereift werden. Dendritische Zellen wurden wie
in 3.1.8 beschrieben generiert und anschließend entweder mit OVA oder mit B16-Tumorzell-
lysat inkubiert.
Fu¨r die Beladung mit OVA wurden 100µg/ml OVA zu den DC-Kulturen gegeben.
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Fu¨r die Beladung mit Tumorlysat wurden zuna¨chst 1×108 B16 Zellen geerntet, in 1 ml PBS
aufgenommen und durch eine viermalige Folge von Einfrieren bei -80◦C und Auftauen im
37◦C Wasserbad lysiert. Von diesem Lysat wurden 100 µl zu den DC in die 6-Loch Platte
gegeben. Als Reifestimulus wurden immer 100 ng/ml Lipopolysaccharid (LPS) hinzugefu¨gt.
Nach einer Inkubationszeit von ca. 16 Stunden konnten die DC fu¨r Versuche verwendet
werden.
3.3 Durchflusszytometrie (FACS)
Mit Hilfe eines Durchflusszytometers (FACS = fluorescence activated cell sorting) ko¨nnen
Zellen in Suspension anhand ihrer Gro¨ße, Struktur, Oberfla¨chenmoleku¨le oder intrazellula¨ren
Proteinen charakterisiert und quantifiziert werden.
Die Zellsuspension wird durch hydrodynamischen Druck, mit Hilfe der Mantelflu¨ssigkeit in
die Messkanu¨le gepresst, wobei die Zellen vereinzelt werden. Die Zellen passieren einen oder
mehrere Laserstrahlen einer bestimmten Wellenla¨nge, wodurch das Laserlicht eine Streuung
erfa¨hrt, die von verschiedenen Detektoren erkannt wird. Die Vorwa¨rts-Lichtstreuung (FSC -
forward scatter) gibt einen Anhaltspunkt fu¨r die Gro¨ße der Zellen, die Seitwa¨rts-Streuung
(SSC - sideward scatter) korreliert mit der Granularita¨t bzw. dem Kern/Plasma-Verha¨ltnis
der Zellen.
Zusa¨tzlich ko¨nnen Zellen auch bezu¨glich ihrer Oberfla¨chenmoleku¨le oder intrazellula¨rer Pro-
teine untersucht werden. Dazu werden die entsprechenden Moleku¨le mit Antiko¨rpern mar-
kiert, an die ein Fluoreszenzfarbstoff (Fluorophor) gekoppelt ist. Die Fluorophore werden
durch den Laserstrahl angeregt und emittieren Licht mit charakteristischer Wellenla¨nge
(s. Tab. 3.1) das wiederum von den Detektoren erkannt wird.
Die am ha¨ufigsten verwendeten Fluorochrome sind Fluorescein Isothiocyanat (FITC), Phyco-
erythrin (PE), Allophycocyanin (APC) und Peridinin-Chlorophyll-Protein Complex (Per-
CP).
Das von den Detektoren aufgefangene Messsignal wird in ein digitales Signal umgewandelt
und kann anhand spezieller Software analysiert werden. Als Durchflusszytometer wurde das
FACSCanto System von BD mit der Auswertungssoftware FACSDiva verwendet.
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Fluorochrom Absorptions-Wellenla¨nge [nm] Emissions-Wellenla¨nge [nm]
FITC 488 519
PE 488; 532 578
APC 595; 633; 635; 647 660
PerCP 488; 532 678
Tabelle 3.1: Absorptions- und Emissionsspektra von Fluorochromen
3.3.1 Nachweis von Oberfla¨chenmoleku¨len
Nach Aufarbeitung der Lymphozyten aus Milz und Lymphknoten wurden 1×105 bis 1×106
Zellen in FACS-Ro¨hrchen u¨berfu¨hrt und mit eiskaltem FACS-Puffer gewaschen (7 min;
300×g; 4◦C). Die Zellen wurden in 100 µl FACS-Puffer aufgenommen und 20-30 min bei
4◦C mit vorher bestimmten Konzentrationen (je nach Antiko¨rper 0,5 - 1 µg pro 1×106 Zel-
len) Fluorochrom-konjugierter Antiko¨rper gegen die zu untersuchenden Oberfla¨chenmoleku¨le
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen einmal mit FACS-Puffer gewaschen, in 300 µl
FACS-Puffer aufgenommen und im Durchflusszytometer analysiert.
Dabei wurden die Lymphozyten zuerst anhand ihrer Gro¨ße und Granularita¨t in FSC und
SSC identifiziert und u¨ber die Bindung fluoreszenzmarkierter Antiko¨rper na¨her untersucht.
3.3.2 Intrazellula¨re Forkhead-Box-P3-Fa¨rbung
Fu¨r die Identifizierung von murinen regulatorischen T-Zellen wird eine Kombination aus
drei Markern verwendet: CD4 und CD25 auf der Zelloberfla¨che und der Transkriptionsfaktor
FoxP3 im Nukleus.
Die mittels MACS isolierten CD4+CD25+ Zellen wurden mit FACS-Puffer gewaschen und
zuna¨chst 20 min mit anti-CD4-APC und anti-CD25-PE inkubiert. Danach wurden die Zellen
einmal mit FACS-Puffer gewaschen.
Anschließend erfolgte der intrazellula¨re Nachweis von FoxP3. Dazu mussten die Zellen per-
meabilisiert werden, damit der Fluorochrom-markierte FoxP3-Antiko¨rper in die Zelle bzw.
den Zellkern gelangen kann. Dies geschah mit Hilfe von 1 ml
”
Fixation/ Permeabilisation
working solution“ aus dem FITC anti-mouse/rat Foxp3 Staining Set von NatuTec (eBio-
science) fu¨r 2-18 Stunden bei 4◦C im Dunkeln. Anschließend wurden die Zellen einmal mit
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2 ml FACS-Puffer und zweimal mit 2 ml
”
Permeabilisation Buffer“ gewaschen. Im Anschluss
erfolgte die Inkubation mit dem FoxP3-Antiko¨rper fu¨r 30 min bei 4◦C. Die Zellen wurden
einmal mit FACS-Puffer gewaschen und im Durchflusszytometer analysiert.
3.3.3 Intrazellula¨re Zytokinfa¨rbung
Um intrazellula¨re Zytokine in in vivo aktivierten CD4+ Zellen im FACS nachweisen zu
ko¨nnen, mu¨ssen die Zellen zuna¨chst in Anwesenheit von Brefeldin A mit PMA/Ionomycin re-
stimuliert werden. Brefeldin A stammt aus dem Pilz Eupenicillium brefeldianum und hemmt
den Transport von Vesikeln vom Endoplasmatischen Retikulum (ER) zum Golgi Apparat.
PMA bewirkt eine allosterische Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), Ionomycin ist ein
Calcium Ionophor und mobilisiert intrazellula¨re Calciumspeicher. Zusammen bewirken sie
die unspezifische Aktivierung von T-Zellen.
Aus Lymphknoten und Milz wurden Zellsuspensionen hergestellt und fu¨r fu¨nf Stunden mit
0,001% BD GolgiPlugTM, 2 ng/ml PMA und 0,4 µg/ml Ionomycin in R10 im Brutschrank
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in FACS-Ro¨hrchen u¨berfu¨hrt, mit 1ml FACS-
Puffer aufgefu¨llt und 7 min bei 300×g und 4◦C abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 100 µl
FACS-Puffer aufgenommen und fu¨r 20-30 min mit fluorochrom-markierten Antiko¨rpern ge-
gen extrazellula¨re Marker (CD4, Thy-1.1, CD25) inkubiert. Nach einem weiteren Wasch-
schritt wurden die Zellen fu¨r 20 min bei 4◦C mit 150 µl 4% PFA fixiert und anschliessend
zweimal mit FACS-Puffer mit Saponin gewaschen. Saponin formt reversibel Poren in die
Zellmembran, durch die die Antiko¨rper ins Zellinnere gelangen ko¨nnen.
Fu¨r die intrazellula¨re Zytokinfa¨rbung wurden die fluorochrom-markierten Antiko¨rper gegen
Zytokine mit FACS-Puffer, der 0,1% Saponin enthielt, verdu¨nnt und die Zellen fu¨r 30 min bei
4◦C damit inkubiert. Die Zugabe von Saponin verhinderte, dass sich die Poren wa¨hrend des
Fa¨rbevorganges schlossen. Die Zellen wurden mit FACS-Puffer + 0,1% Saponin gewaschen
und fu¨r die Messung in 300 µl FACS-Puffer aufgenommen.
3.4 Carboxy-Fluorescein-Succinimidyl-Ester (CFSE)-Fa¨rbung
Eine Mo¨glichkeit, die Zellteilungsrate (Proliferation) von Zellen zu bestimmen, ist die Mar-
kierung mit Carboxy Fluorescein Succinimidyl Ester (CFSE). Die Vorstufe von CFSE ist
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5-(und -6)-Carboxyfluorescein-Diacetate, succinimidyl ester (CFDA, SE). Bei diesem han-
delt es sich um ein ungeladenes farbloses Moleku¨l das in der Lage ist, durch die Zellmem-
bran zu diffundieren. In der Zelle wird es dann von unspezifischen Esterasen zu anionischem
fluoreszierendem CFSE gespalten, das aminoreaktiv und nicht mehr membranga¨ngig ist.
Es bindet u¨ber Lysin-Seitenketten oder andere zu-
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Abb. 3.1: Halbierung der Fluores-
zenz von CFSE-gefa¨rbten
Zellen.
ga¨ngliche Amine irreversibel an zytosolische Prote-
ine. Bei der Zellteilung, wird das CFSE gleichma¨ßig
auf beide Tochterzellen verteilt. Im Durchflusszy-
tometer kann man daher aufgrund der Halbierung
der Fluoreszenz pro Teilungszyklus erkennen, wie
viele Zellteilungsrunden durchlaufen wurden.
Fu¨r die Fa¨rbung wurden CD4 Zellen mittels MACS
isoliert. Nachdem sie einmal mit PBS gewaschen
worden waren wurden 2×107 Zellen mit 5 µM CFSE
in 5 ml PBS fu¨r 10 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde
anschließend durch die Zugabe von FCS abgestoppt. Die Zellen wurden dreimal mit R10 ge-
waschen, ihre Zellzahl bestimmt und fu¨r in vitro oder in vivo Proliferationstests eingesetzt.
3.4.1 In vitro Proliferationstest
Im Proliferationstest wird die Teilungsfa¨higkeit (Proliferationsfa¨higkeit) von Zellen unter-
sucht. Dazu wurden CD4+ Zellen aus OTII-Ma¨usen wurden zusammen mit OVA-beladenen
DC kultiviert (MLR = mixed lymphocyte reaction).
Um die Proliferation der transgenen CD4+ Zellen bestimmen zu ko¨nnen wurden die CD4+
Zellen zuvor mit CFSE gefa¨rbt (s. 3.4). In eine 96-Loch Rundboden-Platte wurden 2×105
CD4+ Zellen ausgesa¨t und 2×104 reife antigen-beladene dendritische Zellen dazu gegeben.
Nach 3-5 Tagen der Kokultur wurden die CFSE-positiven Zellen im FACS analysiert.
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3.4.2 In vivo Proliferationstest
Fu¨r in vivo Proliferationsexperimente wurden CD4+ Zellen aus OTII Ma¨usen isoliert (s. 3.1.6).
Die Zellen wurden mit CFSE gefa¨rbt (s. 3.4) und 5-10×106 Zellen i. v. in C57BL/6N Ma¨use
gespritzt. Nach einem Tag wurden den Rezipienten s.c. 1×106 OVA-beladene DC in die Fuß-
sohlen der Vorderpfoten injiziert.
Drei bis fu¨nf Tage spa¨ter wurden die drainierenden Lymphknoten (Lnn. axillares et cubiti)
entnommen, eine Einzelzellsuspension hergestellt (s. 3.1.4) und die Proliferation der Donor-
zellen mittels Analyse der CFSE-Verdu¨nnungen im FACS bestimmt.
3.5 PKH26-Fa¨rbung
PKH ist ein patentierter Fluoreszenzfarbstoff, der nach seinem Entdecker Paul Karl Horan
benannt ist. PKH entha¨lt unter anderem einen lipophilen Anteil, der wa¨hrend der Fa¨rbe-
prozedur in die Zellmembran diffundiert, und eine fluoreszierenden Gruppe, die an der Zell-
oberfla¨che exponiert wird. Die rot fluoreszierende Gruppe von PKH26 kann im FACS im
PE-Kanal detektiert werden. Die stabile Bindung des Farbstoffes an die Zellen hat keinen
Einfluss auf wichtige funktionale Oberfla¨chenmoleku¨le, es bewirkt hingegen, dass die Zellen
u¨ber einen langen Zeitraum auch in vivo detektiert werden ko¨nnen.
Fu¨r die PKH26-Fa¨rbung von CD4+CD25− und CD4+CD25+ Zellen wurde das PKH26 Fluo-
rescent Cell Linker KIT von Sigma-Aldrich verwendet. Von den mittels MACS isolierten
Zellen wurden jeweils 2×107 Zellen in 15 ml Falconro¨hrchen pipettiert und einmal mit war-
mem PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde vorsichtig den Angaben des Herstellers entspre-
chend mit 1 ml
”
Diluent C“ resuspendiert. Dazu wurde je 1 ml
”
Dye Stocksolution“ (0,001%
PHK26 dye =̂ 4×10−6 M PHK26) zugegeben. Die Zellen wurden 3 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert bevor die Reaktion durch Zugabe von 2 ml FCS abgestoppt
wurde. Nach 1 min wurden 4 ml R10 zugegeben und die Zellen 10 min bei 300×g und
Raumtemperatur abzentrifugiert.
Das Pellet wurde in R10 resuspendiert, in ein frisches Ro¨hrchen u¨berfu¨hrt und dreimal
mit R10 gewaschen. Die Zellzahl wurde bestimmt und die Zellen fu¨r in vivo Versuche zum
Migrations-Verhalten von CD4+CD25+ Zellen verwendet.
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3.6 Proteinanalytik
3.6.1 Produktion von monoklonalen Antiko¨rpern
Zur Produktion von monoklonalen Antiko¨rpern verwendet man hybride Myelomzelllinien
(Hybridome). Dabei handelt es sich um Myelomzellen (Plasmazelltumore), die mit Anti-
ko¨rper-produzierenden Plasmazellen fusioniert wurden. Der Ursprung eines jeden Hybridoms
ist eine einzelne Zelle, daher werden von einer Hybridomzelllinie monoklonale Antiko¨rper,
also Antiko¨rper mit einer einzigartigen Spezifita¨t, produziert [89].
PC61 ist ein monoklonaler Antiko¨rper, der in der Ratte generiert wurde. Es handelt sich um
einen Antiko¨rper des Isotyps IgG1 (λ) der gegen murines CD25 gerichtet ist und vom gleich-
namigen Hybridom produziert wird. Der Antiko¨rper wurde spa¨ter zur in vivo Depletion von
regulatorischen T-Zellen eingesetzt [77].
Die Hybridomzellen wurden in einem kompartimentierten Bioreaktor (Celline CL 1000) kul-
tiviert. Dieser zeichnet sich dadurch aus, dass ein oberes Medium- und ein unteres Zell-
kompartiment durch eine semipermeable Celluloseacetat-Membran, mit einer Ausschluss-
gro¨ße von 10 kDa, voneinander abgetrennt sind. Dadurch wird die Diffusion von Na¨hrstoffen
in das Zellkompartiment hinein und von Stoffwechselprodukten aus dem Zellkompartiment
gewa¨hrleistet.
Alle 4-7 Tage wurde der Kulturu¨berstand geerntet. Dazu wurde zuna¨chst die Zellsuspen-
sion aus dem Zellkompartiment entnommen und die Zellen mit frischem Komplettmedium
1:20 verdu¨nnt und 25 ml dieser Verdu¨nnung wieder ausgesa¨t. Anschließend wurde das Na¨hr-
medium aus Mediumkompartiment verworfen und durch frisches ersetzt.
Zur Gewinnung des Kulturu¨berstandes, der die Antiko¨rper entha¨lt, wurde die restliche Zell-
suspension einmal bei 1000×g abzentrifugiert, in ein neues Falconro¨hrchen u¨berfu¨hrt und
einmal bei 3500×g abzentrifugiert. Danach wurde der U¨berstand, der die Antiko¨rper entha¨lt,
in einem frischen Falconro¨hrchen bei -20◦C bis zur Aufreinigung gelagert.
3.6.2 Proteinaufreinigung mit Protein G-Sa¨ule
Zur Aufreinigung des PC61-Antiko¨rpers aus dem Zellkulturu¨berstand wurde eine Protein
G Sa¨ule (5ml) der Firma GE Healthcare verwendet. Protein G wird aus der Zellwand von
Streptokokken der Gruppe G gewonnen und zeichnet sich dadurch aus, dass es am c-Terminus
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drei homologe Bindungsdoma¨nen mit hoher Affinita¨t zum Fc-Teil von IgG aufweist. Diese
Bindungsaffinita¨t nutzt man, um Antiko¨rper der Subklasse IgG aufzureinigen.
Die Protein G-Sa¨ule wurde mit dem 10-fachen des Sa¨ulenvolumens mit einem 20 mM Natrium-
phosphatpuffer (pH 7,0) a¨quilibiriert. Danach wurde der sterilfiltrierte Kulturu¨berstand von
PC61 u¨ber die Sa¨ule gegeben und anschließend wurde mit 5-10 Sa¨ulenvolumen Natriumphos-
phatpuffer nachgespu¨lt.
Der an die Sa¨ule gebundene Antiko¨rper wurde pH-abha¨ngig mit dem Elutionspuffer aus
der Sa¨ule gewaschen und die Fraktionen in vorbereiteten Reaktionsgefa¨ßen aufgefangen.
Die Proteinkonzentration der einzelnen Fraktionen wurde photometrisch mittels der Mes-
sung der Lichtabsorption der Aminosa¨ure Tryptophan bestimmt. Diese Aminosa¨ure ist in
allen Proteinen enthalten und anhand ihrer Absorption la¨sst sich in guter Na¨herung die
Proteinkonzentration errechnen. Eine OD280 von 1,35 entspricht einer IgG-Konzentration
von 1,0 mg/ml.
Die Fraktionen, die eine OD von u¨ber 0,5 aufwiesen, wurden vereinigt und u¨ber Nacht gegen
PBS dialysiert.
Mit Hilfe der SDS-PAGE wurde u¨berpru¨ft, ob die aufgereinigten Antiko¨rper die korrekte
Moleku¨lmasse aufwiesen (Abb. 3.2). Zusa¨tzlich wurde jede Charge frisch aufgereinigten
Antiko¨rpers wie in 3.7.2 beschrieben auf seine Funktionalita¨t getestet um spa¨ter fu¨r wei-
terfu¨hrende Experimente eingesetzt werden zu ko¨nnen.
Zur Lagerung wurde die Sa¨ule mit 30-50 ml Elutionspuffer gewaschen, danach mit 15-30
ml Natriumphosphatpuffer regeneriert und mit 15-30 ml 20% Ethanol gespu¨lt. Anschließend
wurde sie in 20% Ethanol bei 4◦C gelagert.
3.6.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die SDS-PAGE nach Laemmli [90] wird verwendet, um Proteine nach ihrer relativen Mo-
leku¨lmasse aufzutrennen. Durch hydrophobe Wechselwirkungen lagert sich das anionische
Detergenz SDS an Proteine an, welche durch die negativ geladenen Gruppen des SDS eine
ihrem Molekulargewicht anna¨hernd proportionale negative Ladung erhalten. Dadurch wan-
dern die Proteine im elektrischen Feld zur Anode und werden nach ihrer Gro¨ße und so-
mit nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Beweglichkeit Rf (Rf = zuru¨ckgelegte
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Strecke des Proteins/ zuru¨ckgelegte Strecke der Lauffront) der Proteine im elektrischen Feld
verha¨lt sich dabei linear proportional zum Logarithmus der relativen Moleku¨lmasse. Durch
Mitfu¨hren von Standardproteinen mit bekanntem Molekulargewicht, kann das Molekular-
gewicht von unbekannten Proteinen ermittelt werden. Um eine gute Auftrennung auch bei
großen Probenvolumen zu gewa¨hrleisten, setzt sich das SDS-Gel aus Sammel- und Trenngel
zusammen. Im Sammelgel werden die Proteine zuna¨chst fokussiert, bevor sie ins Trenngel
wandern.
Das 11%ige Trenngel wurde zwischen zwei in einen Gelgiessstand eingespannte Glasplatten
gegossen und mit Isopropanol u¨berschichtet. Nach der Polymerisation in senkrechter Lage
wurde das Isopropanol abgezogen und das Sammelgel, in das ein Probenkamm eingepasst
wurde, auf das Trenngel gegossen.
Die aufzutrennenden Proteine wurden in SDS-Ladepuffer aufgenommen und 5 min bei 95◦C
aufgekocht, um die Proteine zu denaturieren. Anschließend wurden sie mit einer Hamilton-
pipette auf das Sammelgel aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer konstanten Span-
nung von 80-100 Volt solange durchgefu¨hrt, bis das im SDS-Ladepuffer enthaltene Brom-
phenolblau die untere Grenze des Gels erreicht hatte. Die Gele wurden anschließend mit
Coomassieblau angefa¨rbt.
Abb. 3.2: Reinheit des mAk PC61 nach
Aufreinigung mittels Protein G
Sa¨ule.
Jeweils 10 µl des PC61-Na¨hrmediums, des Kul-
turu¨berstandes und der aufgereinigten Antiko¨rper
wurden in einem 11%igen SDS-Gel aufgetrennt. Das
im Medium enthaltene FCS weist eine Gro¨ße von 70
kDa auf. Die aufgereinigten Antiko¨rper setzen sich aus




Zur Detektion der Proteine in den SDS-Gelen wurden die Gele fu¨r ca. 20-30 min in Coomassie-
Fa¨rbelo¨sung geschwenkt.
Coomassie ist ein Triphenylmethan-Farbstoff, der sich an basische Aminosa¨uren anlagert
und dadurch Proteine fa¨rbt.
Nach der Fa¨rbeprozedur wurden die Gele u¨ber Nacht mit der Entfa¨rbelo¨sung entfa¨rbt, wobei
der Hintergrund entfa¨rbt wird und die Proteinbanden sichtbar bleiben.
3.7 Tumorexperimente
Die Durchfu¨hrung von Tumorexperimenten an lebenden Wirbeltieren war vom Regierungs-
pra¨sidium Karlsruhe genehmigt (s. 2.6).
3.7.1 Tumorinokulation
Zur Induktion von B16 Tumoren in C57BL/6N Ma¨usen wurden zuna¨chst kultivierte B16-
Zellen (s. 3.1.1) geerntet und zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend wurde die Zell-
zahl bestimmt und die Zellsuspension auf 2×106 Zellen / ml in PBS eingestellt. C57BL/6N
Ma¨usen wurde die linke Flanke rasiert und an dieser Stelle 50 µl (=̂ 1×105) der B16-
Zellsuspension s. c. injiziert. Sobald der Tumor makroskopisch zu detektieren war (Tag 5
nach Tumorinokulation), wurden alle 2-3 Tage Ho¨he (h), Breite (b) und Tiefe (t) der Tu-
more mit Hilfe eines Messschiebers gemessen. Das Volumen der Tumore wurde mit Hilfe der
Formel h× b× t× pi
6
ermittelt.
3.7.2 In vivo Depletion von CD4+CD25+ Zellen in tumortragenden Ma¨usen
Um die Rolle der regulatorischen T-Zellen im B16 Tumor Modell zu untersuchen, wurde diese
Subpopulation zu verschiedenen Zeitpunkten der Tumorentwicklung mit Hilfe des anti-CD25
mAk PC61 in vivo depletiert. Dies geschah durch die einmalige i. p. Injektion von jeweils
300 µg des aufgereinigten PC61 Antiko¨rpers. Die Depletion wurde entweder einen Tag vor
der Tumorinokulation (Gruppe 1), oder fu¨nf (Gruppe 2) bzw. zehn Tage (Gruppe 3) danach
durchgefu¨hrt.
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3.7.3 Kombination der Depletion von CD4+CD25+ Zellen und der Injektion von
Tumorantigen-beladenen DC
Die Depletion von regulatorischen T-Zellen sollte erga¨nzend zur Stimulation einer tumor-
spezifischen Immunantwort mittels Tumorantigen-beladenen DC eingesetzt werden.
Zu diesem Zweck wurden C57BL/6N Ma¨usen fu¨nf Tage nach der Tumorinokulation zuna¨chst
wie in 3.7.2 beschrieben PC61 injiziert. Anschließend wurden diesen Ma¨usen s.c. DC inji-
ziert, die zuvor mit Tumorlysat beladen worden waren (s. 3.2). Diese DC-Injektionen wurden
zweimal in jeweils dreita¨gigem Abstand wiederholt (s. Abb. 3.3).






Abb. 3.3: Schema der therapeutischen Kombination aus Injektionen von PC61 und
Tumorlysat-beladenen DC.
3.7.4 In vivo Untersuchung des Migrationsverhaltens von CD4+CD25− und
CD4+CD25+ Zellen
Um festzustellen, ob der B16 Tumor einen Einfluss auf die Migration von exogenen CD4+
CD25− bzw. CD4+CD25+ Zellen ausu¨bt, wurden diese Zellpopulationen mit Fluoreszenz-
farbstoffen markiert und i. v. in tumortragende C57BL/6N Ma¨use injiziert.
Dazu wurden die Zellen mittels MACS isoliert (s. 3.1.6 und 3.1.7) und mit PKH26 (s. 3.5)
oder CFSE (s. 3.4) gefa¨rbt. Anschließend wurden 3-5×106 Zellen i.v. zu verschiedenen Zeit-
punkten in tumortragende C57BL/6N Ma¨use gespritzt.
Drei bis sieben Tage spa¨ter wurden die tumordrainierenden Lymphknoten( Lnn. inguinales
superficiales), die nicht-drainierenden Lymphknoten, die Milz und der Tumor entnommen
und Einzelzellsuspensionen hergestellt (s. 3.1.4). Die Zellen wurden im Durchflusszytometer
quantifiziert.
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3.8 U¨berpru¨fung des transgenen Status der OTII transgenen Ma¨use
OTII transgene Ma¨use wurden im Tierstall der Universita¨t gezu¨chtet. In regelma¨ßigen Ab-
sta¨nden musste der transgene Status der Ma¨use kontrolliert werden. Dies erfolgte u¨ber die
Messung der Expression von Vα 2 (α-Kette des transgenen TCR) und Thy-1.1 der mononu-
klea¨ren Zellen im peripheren Blut (PBMC).
Dazu wurden den Ma¨usen einige Tropfen Blut aus der ventralen Schwanzvene (Vena saphena)
entnommen, mit 100 µl einer 10%igen Heparinlo¨sung vermischt und das Blut mit warmem
RPMI auf 1,5 ml aufgefu¨llt. Jeweils 3 ml Ficoll (Biocoll; Dichte: 1,077 g/l bei 10◦C) wurden
mit dem Blut-RPMI-Gemisch u¨berschichtet und anschließend 20 min bei 700×g und Raum-
temperatur zentrifugiert. Die Interphase, die die Lymphozyten enthielt, wurde vollsta¨ndig
abgenommen, in FACS-Ro¨hrchen u¨berfu¨hrt und einmal mit FACS-Puffer gewaschen.
Um zu u¨berpru¨fen, zu welchem Anteil der OVA-transgene T Zell-Rezeptor (TCR) auf den
CD4 Zellen der OTII Ma¨use exprimiert wird, wurde eine Dreifachfa¨rbung der Lymphozyten
mit Fluorochrom-konjugierten Antiko¨rpern durchgefu¨hrt. Die Zellen wurden mit einem ge-
gen Vα2 (Alphakette des transgenen TCR) gerichteten, einem gegen den genetischen Marker
Thy-1.1 gerichteten und einem gegen CD4 gerichteten Antiko¨rper angefa¨rbt. Anschließend
wurde wie in 3.3.1 beschrieben eine Analyse der Oberfla¨chenmoleku¨le mit dem Durchfluss-
zytometer durchgefu¨hrt.
Abb. 3.4: FACS-Analyse des Blutes von OTII transgenen Ma¨usen.
P2 zeigt CD4+Vα2+ transgene T-Zellen. P3 zeigt die Thy-1.1-Expression auf den transgenen CD4-Zellen.
4 Ergebnisse
4.1 Untersuchung der Bindungs- und Depletionseigenschaften des
CD25 mAk PC61
In der vorliegenden Arbeit sollte an einem Mausmodell fu¨r das maligne Melanom (B16) un-
tersucht werden, ob regulatorische T-Zellen (Treg) einen Einfluss auf die Entwicklung des
B16 Melanoms haben. Hierfu¨r sollten die Treg vor und wa¨hrend des Tumorwachstums mit
Hilfe des monoklonalen Antiko¨rpers (mAk) PC61 in vivo depletiert werden. Von dem mAk
PC61 ist bekannt, dass er CD4+CD25+ Zellen depletiert [77, 91].
Um PC61 einsetzen zu ko¨nnen, musste zuna¨chst seine depletierende Wirkung beurteilt wer-
den. Daher war es erforderlich zuna¨chst die Bindungseigenschaften und die Funktionalita¨t
des mAk zu untersuchen.
4.1.1 In vitro Test auf Bindungseigenschaften
Um die Bindungseigenschaften des aus Kulturu¨berstand aufgereinigten PC61 in vitro zu
u¨berpru¨fen, wurde zuna¨chst eine FACS-Fa¨rbung mit Treg durchgefu¨hrt. Mittels MACS iso-
lierte Treg wurden mit aufgereinigtem PC61 inkubiert. Nach einem Waschschritt und einem
Blockierungsschritt mit Ratte-IgG wurde der an die Zellen gebundene mAk PC61 durch einen
FITC-konjugierten sekunda¨ren Ziege-anti-Ratte Antiko¨rper detektiert. Als Kontrollfa¨rbung
wurden die Zellen mit einem kommerziell erha¨ltlichen FITC-konjugierten Antiko¨rper gegen
CD25 (CD25-FITC, Klon 7D4) gefa¨rbt.
In Abb. 4.1 sind die Histogramme der mittleren Fluoreszenzintensita¨t (mean fluorescence in-
tensity = MFI) dargestellt, die mit dem mAk PC61 bzw. mit dem kommerziell erha¨ltlichen
direkt-markierten mAk 7D4 erzielt wurden. Der MFI-Wert gibt die mittlere Menge an ge-
bundenem Antiko¨rper pro Zelle an, wodurch man Aufschluss u¨ber die Bindekapazita¨t der
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Abb. 4.1: Vergleich der Bindekapazita¨t der αCD25 mAk PC61 und 7D4.
1x106 mittels MACS isolierte CD4+CD25+ wurden nach dreita¨giger Ruhephase mit 1 µg aufgereinigtem
PC61 inkubiert. Anschließend wurde der mAk mit einem sekunda¨ren Ziege anti-Ratte-FITC Antiko¨rper
detektiert.
Als Positivkontrolle diente ein direkt-konjugierter CD25-Antiko¨rper (7D4). Mittels FACS wurde die mittlere
Fluoreszenzintensita¨t (MFI) von PC61 und 7D4 bestimmt.
Antiko¨rper erha¨lt. Der MFI-Wert fu¨r die mit PC61 gefa¨rbten Zellen lag bei 5118, wohingegen
der MFI-Wert fu¨r die mit 7D4 gefa¨rbten 15767 betrug.
Dieses Ergebnis zeigt, dass sowohl der aufgereinigte Antiko¨rper als auch der mAk 7D4 im
Vergleich zur Isotypkontrolle in vitro an CD25 binden.
Die sta¨rkere Fa¨rbung der Zellen durch den 7D4 Antiko¨rper la¨sst sich vermutlich darauf
zuru¨ckfu¨hren, dass es sich beim kommerziell erha¨ltlichen Antiko¨rper um den Isotyp IgM
handelt, der fu¨r gewo¨hnlich als Pentamer vorliegt und daher u¨ber eine gro¨ßere effektive Bin-
dungssta¨rke (Avidita¨t) verfu¨gt. Dagegen handelt es sich bei PC61 um einen IgG1 Antiko¨rper,
der nur als Monomer vorkommt. Andererseits la¨sst sich der Unterschied in der MFI auch
dadurch erkla¨ren, dass der gemessene Proteingehalt nach der Aufreinigung des Antiko¨rpers
auch bescha¨digte Antiko¨rpermoleku¨le enthalten kann. Dadurch ist die eigentliche Konzen-
tration an eingesetztem Antiko¨rper geringer.
4.1.2 In vivo Test auf Funktionalita¨t
Nachdem nachgewiesen worden war, dass PC61 in vitro eine spezifische Bindekapazita¨t fu¨r
CD25 aufwies, wurde in vivo u¨berpru¨ft, ob eine Injektion des Antiko¨rpers in C57BL/6N
Ma¨usen zur Depletion der CD4+CD25+ Zellen fu¨hrt. Außerdem sollte ermittelt werden, wie
lange die Depletion der CD4+CD25+ Zellen anhielt.
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Zu diesem Zweck wurden C57BL/6N Ma¨usen verschiedene Konzentrationen (200 - 800 µg)
des PC61 Antiko¨rpers i. p. injiziert. Nach zwei bis 21 Tagen wurden Lymphknoten und




















































Abb. 4.2: Depletion von CD4+CD25+ T-Zellen nach Injektion von verschiedenen
Konzentrationen PC61.
Verschiedene Mengen von PC61 (200, 300, 400, 600, 800 µ) wurden i.p. in C57BL/6N Ma¨use injiziert. Nach
zwei Tagen wurden Lymphknoten und Milzen entnommen und die Anzahl der CD25+ CD4-Zellen per FACS-
Analyse ermittelt. Die Balken stellen die Mittelwerte ± Standardabweichung von insgesamt 17 Ma¨usen aus
drei verschiedenen Experimenten dar.
In Abb. 4.2 sind die so ermittelten Werte graphisch dargestellt. Die Anzahl der CD4+ CD25+
Zellen in unbehandelten Ma¨usen (Kontrolle) lag zwischen sechs und acht Prozent, bezogen
auf die Gesamtzahl der CD4+ Zellen. Nach einmaliger Injektion von 200 µg PC61 ließen sich
zwischen 0,8 % und 2 % detektieren. Nach Injektionen von 300, 400, 600 oder 800 µg PC61
pendelte sich diese Zellpopulation zwischen 0,2 % und 1 % ein. In allen Experimenten stieg
die Anzahl der CD4+CD25+ Zellen unabha¨ngig von der injizierten Antiko¨rperkonzentration
nach 14 bis 21 Tagen wieder auf die normalen Werte an.
4 Ergebnisse 54
In allen folgenden Experimenten wurde eine Antiko¨rpermenge von 300 µg verwendet, da
zwischen den hohen Antiko¨rperkonzentrationen (400 µg, 600 µg, 800 µg) nur geringfu¨gige
Unterschiede in der Effektivita¨t der Depletion festzustellen waren, der Depletionserfolg mit
200 µg PC61 jedoch etwas niedriger ausfiel. Daru¨ber hinaus sollte mit einer mo¨glichst gerin-
gen Konzentration an eingesetztem Antiko¨rper eine eventuelle Depletion aktivierter Effektor-
zellen vermieden werden.
Um sicherzustellen, dass es sich bei den im FACS nachgewiesenen CD4+CD25+ Zellen um
Treg handelte, wurden diese Zellen weiter charakterisiert. Dazu wurden die Zellen auf die
Koexpression des Transkriptionsfaktors FoxP3 untersucht, da dieser fast ausschließlich in
Treg exprimiert wird. Dazu wurden 300 µg PC61 in naive C57BL/6N Ma¨use injiziert. Nach
drei Tagen wurden Lymphozyten aus PC61-behandelten Ma¨usen und unbehandelten Ma¨usen
(Kontrolle) isoliert und durchflusszytometrisch untersucht.
In Abb. 4.3 ist der Effekt einer Injektion von 300 µg PC61 auf die CD25+FoxP3+ Zellen
innerhalb der CD4 T-Zell-Population dargestellt.
Mit Hilfe der FACSDiva Software wurden zuna¨chst die CD4+ T-Zellen ausgewa¨hlt. Diese
Zellpopulation wurde dann weitergehend auf ihre CD25- und FoxP3-Expression hin unter-
sucht. In der unbehandelten Maus (Kontrolle) lag die Anzahl der CD25+Foxp3+ doppelt
positiven CD4 T-Zellen in den Lymphknoten bei 6,6 % und in der Milz bei 5,5 % (Abb. 4.3;
links). In der Maus, der 300 µg PC61 injiziert worden waren, ließen sich in den Lymphknoten
nur noch 0,9 % und in der Milz 0,6 % CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen detektieren (Abb. 4.3;
rechts).
Die Population der CD4+CD25−FoxP3+ Zellen nahm nach der Behandlung mit PC61 ge-
ringfu¨gig zu. Dabei handelt es sich vermutlich um Treg, die nur sehr wenig CD25 exprimieren
und somit der PC61-vermittelten Depletion entgehen [92, 93]. Dennoch war die Anzahl der
gesamten FoxP3+ Zellen stark reduziert (von 10,5 % 3,6 % in den Lymphknoten und von 9,9
% auf 3,7 % in der Milz). Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass die CD4+CD25+FoxP3+


















Abb. 4.3: Expression von CD25 und FoxP3 bei CD4 T-Zellen in Lymphknoten und
Milz nach PC61-Injektion.
C57BL/6N Ma¨usen wurden 300 µg PC61 injiziert. Drei Tage nach der Antiko¨rper-Applikation wurden
Lymphknoten und Milz entnommen und die Anzahl der CD25+FoxP3+ Zellen innerhalb der CD4 T-Zell-
Population mittels FACS analysiert.
Diese Daten zeigen, dass eine einmalige Injektion von 300 µg PC61 zur Depletion von
CD4+CD25+FoxP3+ Treg fu¨hrt.
4.1.3 Effekt der PC61 Applikation auf verschiedene Lymphozytenpopulationen
Nachdem gezeigt worden war, dass die Applikation von 300 µg PC61 effektiv zur Deple-
tion von CD4+CD25+FoxP3+ Treg eingesetzt werden konnte, sollte untersucht werden, ob
die Injektion des Antiko¨rpers Auswirkungen auf die Zusammensetzung, die Vitalita¨t und
den Aktivierungszustand der verschiedenen Lymphozytensubpopulationen (CD4+ T-Zellen,
CD8+ T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, NKT-Zellen, dendritische Zellen und Makrophagen)
hat.
Einer Gruppe von Ma¨usen wurde PC61 injiziert, die Kontrollgruppe blieb unbehandelt.
Nach zwei bis sieben Tagen wurden Blut, Lymphknoten und die Milz entnommen und mit-
tels FACS analysiert. Dabei wurden die Zellzahlen der einzelnen Populationen (Tab. 4.1)
sowie der Aktivierungszustand von CD4+-, CD8+-, dendritischen Zellen und Makrophagen
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mittels der Detektion von Aktivierungsmarkern auf der Zelloberfla¨che bestimmt (Abb. 4.4,
4.5).
Ein Marker fu¨r fru¨he Aktivierungsprozesse von CD4+ und CD8+ T-Zellen ist das Ober-
fla¨chenmoleku¨l CD69. Dendritische Zellen (DC) und Makrophagen regulieren die MHCII-
Expression auf der Zelloberfla¨che nach Stimulierung herauf. Daru¨ber hinaus regulieren DC
die Oberfla¨chenexpression von kostimulatorischen Moleku¨len wie B7.2 (CD86) nach ihrer
Aktivierung herauf.
Anteil der Gesamtlymphozyten [%]
CD8-Zellen CD4-Zellen DC Makrophagen B-Zellen NK-Zellen NKT-Zellen
Kontrolle
Blut 4,1 ± 2,5 15,4 ± 9,0 4,8 ± 3,2 6,7 ± 2,2 14 ± 9,1 5,8 ± 2,9 1,3 ± 2,2
LN 23,8 ± 10,2 49,4 ± 4,6 3,3 ± 1,0 3,5 ± 0,8 21,6 ± 3,0 2,3 ± 1,1 1,2 ± 0,6
Milz 9,7 ± 3,1 21,7 ± 3,9 6,7 ± 1,4 7,6 ± 1,0 48,9 ± 8,4 7,5 ± 3,0 0,7 ± 0,1
PC61−Behandlung
Blut 3,3 ± 1,4 10,8 ± 3,4 2,9 ± 1,1 5,5 ± 1,5 11,5 ± 3,7 4,2 ± 1,1 0,2 ± 0,1
LN 26,1 ± 9,4 44,9 ± 7,5 3,4 ± 1,2 4,1 ± 0,5 20,8 ± 1,6 2,2 ± 0,9 1,1 ± 0,6
Milz 9,9 ± 3,9 18,3 ± 2,0 9,6 ± 2,6 7,2 ± 1,1 51,0 ± 6,7 7,6 ± 0,3 1,2 ± 1,0
Tabelle 4.1: Prozentualer Anteil der CD4+- und CD8+ T-Zellen, dendritischen Zellen,
Makrophagen, B-Zellen, NK- und NKT-Zellen der Gesamtlymphozyten
mit und ohne PC61-Injektion.
Sieben Tage nach der Applikation von 300 µg PC61 wurden Lymphozyten aus Blut, Lymphknoten und Milz
isoliert und mittels FACS der Anteil der CD4- und CD8-, DC und Makrophagen bestimmt. Die Vergleichs-
werte stammten von Lymphozyten aus unbehandelten Kontrollma¨usen. Angegeben sind die Mittelwerte ±
Standardabweichung. n = 4 aus zwei unabha¨ngigen Experimenten.
In Tab. 4.1 sind die Mittelwerte ± Standardabweichung der prozentualen Anteile der ver-
schiedenen Lymphozytensubpopulationen innerhalb der Gesamtlymphozytenpopulation in
Blut, Lymphknoten und Milz von unbehandelten Kontrollma¨usen und PC61-behandelten
Ma¨usen angegeben. Der durchschnittliche Anteil aller Lymphozytenpopulationen war im
Blut von PC61-behandelten Ma¨usen geringfu¨gig niedriger als in den Kontrollma¨usen, was
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jedoch unter Beru¨cksichtigung der Standardabweichung ein zu vernachla¨ssigender Befund
war. In Lymphknoten und Milz lagen die Werte fu¨r die Anteile der einzelnen Lymphozy-
tenpopulationen zwischen PC61-behandelten und Kontrolltieren im gleichen Bereich, wiesen
also weder eine Zu- noch eine Abnahme auf.
Diese Daten zeigen, dass die Applikation von PC61 keine A¨nderung der allgemeinen Zu-
sammensetzung der untersuchten Lymphozytenpopulationen in den untersuchten Organen
bewirkt.
In Abbildung 4.4 ist die Anzahl der aktivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen in Blut, Lymph-
knoten und Milz dargestellt. Die Anzahl der CD4+CD25+Foxp3+ Zellen in den PC61-
behandelten Ma¨use war wie erwartet im Blut von 2,4 % auf 1,0 %, in den Lymphknoten
von 4,8 % auf 1,3 % und in der Milz von 2,5 % auf 0,6 % reduziert. Die Expression von
CD69 auf CD4+- und CD8+ T-Zellen war allgemein sehr niedrig und wies in keinem der
untersuchten Organe einen Unterschied zwischen den beiden Gruppen auf (im Blut CD4:
jeweils 0,2 %; CD8: jeweils 0,1 %; in den Lymphknoten CD4: 0,9 % bzw. 0,8 %; CD8: jeweils
0,4 %; in der Milz CD4: 0,2 % bzw. 0,3 %; CD8: 0,3 % bzw. 0,4 %).
Abb. 4.5 zeigt die mittlere Fluoreszenz von MHC II auf DC und Makrophagen sowie die
MFI von CD86 auf DC. DC und Makrophagen exprimieren bereits in ruhendem Zustand
MHC II, regulieren die Expression jedoch nach der Aktivierung herauf. U¨ber die MFI kann
diese sta¨rkere Expression analysiert werden, da anhand dieses Wertes die relative Menge an
MHC II-Moleku¨len auf der Oberfla¨che der untersuchten Zellen ermittelt werden kann.
Die MFI fu¨r die MHC II-Expression auf DC und Makrophagen im Blut betrug bei den
Kontrollen 17539 bzw. 16530. Bei den PC61-behandelten Ma¨usen lagen die Werte etwas
niedriger bei 11694 bzw. 10494. Diese niedrige Expression von MHCII nach der Applikation
von PC61 war jedoch nur im Blut zu beobachten. Im Blut sind weniger als 50 % der Zellen
Lymphozyten un da die entscheidenden Immunreaktionen gegen Infektionen und Tumore
jedoch hauptsa¨chlich in den Lymphknoten, der Milz und dem Infektionsort stattfinden, sind














































Abb. 4.4: Aktivierungsgrad von CD4+- und CD8+ T-Zellen in Blut, Lymphknoten
und Milz.
Sieben Tage nach der Applikation von 300 µg PC61 wurden Lymphozyten aus Blut, Lymphknoten und Milz
isoliert und mittels FACS der Aktivierungsgrad der CD4- und CD8-Zellen anhand der CD69-Expression
bestimmt. Vergleichswerte stammten von Lymphozyten aus unbehandelten Kontrollma¨usen. n = 4 aus zwei
unabha¨ngigen Experimenten.
• = Kontrollen, - = Mittelwerte der Kontrollen;


















Abb. 4.5: Aktivierungsgrad von Dendritischen Zellen und Makrophagen in Blut,
Lymphknoten und Milz.
Sieben Tage nach der Applikation von 300 µg PC61 wurden Lymphozyten aus Blut, Lymphknoten und Milz
isoliert und mittels FACS der Aktivierungsgrad der DC und Makrophagen anhand der MHCII- und CD86-
Expression bestimmt. Vergleichswerte stammten von Lymphozyten aus unbehandelten Kontrollma¨usen.
n = 4 aus zwei unabha¨ngigen Experimenten.
• = Kontrollen, - = Mittelwerte der Kontrollen;
4 = PC61-behandelt, - = Mittelwerte der PC61-behandelten Ma¨use
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In den Lymphknoten waren die Werte fu¨r die MFI der MHC II-Expression auf DC bzw.
Makrophagen in PC61-behandelten Ma¨usen geringfu¨gig ho¨her (26710 bzw. 23586) als in
den Kontrollen (21771 bzw. 20282). Auch in der Milz waren nur geringfu¨gige Unterschiede
festzustellen (PC61-behandelt: 15801 bzw. 16488; Kontrolle: 16379 bzw. 14139).
Die MFI-Werte fu¨r die Expression von CD86 auf DC wies ebenfalls keinen Unterschied
zwischen PC61-behandelten Ma¨usen und Kontrollma¨usen in den untersuchten Organen auf.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Injektion von 300 µg PC61 in naiven Ma¨usen
effektiv CD4+CD25+ Zellen depletiert. Andere Zellen des Immunsystems werden weder in
ihrer Anzahl reduziert noch vera¨ndert sich ihr Aktivierungszustand.
4.2 Treg-Depletion als additive Methode zur Behandlung des B16
Melanoms
4.2.1 Wirkung von PC61 Applikation auf das Wachstum des B16 Melanoms
Im vorangehenden Abschnitt wurde gezeigt, dass die einmalige Injektion von 300 µg PC61
zur Depletion von CD4+CD25+Foxp3+ Zellen (Treg) fu¨r 14-21 Tage, fu¨hrt ohne die Zusam-
mensetzung der Lymphozyten im Allgemeinen oder deren Aktivierungszustand zu a¨ndern.
Diese Methode sollte im Folgenden angewendet werden, um den Einfluss von Treg auf das
B16-Melanom zu untersuchen. Die Depletion von Treg durch die Injektion von PC61 vor
der Tumorinokulation (pra¨ventiv) wurde bereits als erfolgreiche Methode zur Inhibierung
des B16-Wachstums beschrieben [82, 94, 95]. Im Folgenden sollte festgestellt werden, welche
Wirkung die Depletion von Treg durch PC61 auf das Wachstum des Tumors ausu¨bt, wenn
der Tumor bereits seit einiger Zeit wa¨chst (therapeutisch).
Dazu wurden C57BL/6N Ma¨usen entweder einen Tag vor (pra¨ventiv) oder fu¨nf Tage nach der
Tumorinokulation (therapeutisch) 300 µg PC61 injiziert. Anschließend wurde alle zwei Tage
das Volumen der Tumore bestimmt. Wenn das Tumorvolumen ca. 600-700 mm3 u¨berschritt,
wurden die Ma¨use geto¨tet.
In Abb. 4.6 ist das Wachstum der Tumore in den verschiedenen Gruppen dargestellt. Die














-1 0 5 8 10 13 15 17













Abb. 4.6: Einfluss der CD25+ Depletion auf das Wachstum von B16 Melanomen.
C57BL/6N Ma¨usen wurden entweder einen Tag vor der Tumorinokulation oder fu¨nf Tage danach 300 µg
PC61 injiziert. Alle drei bis vier Tage wurde das Tumorvolumen bestimmt. n = 3. Angegeben sind die
Mittelwerte ± SEM.
An Tag 15 bzw. 17 verdoppelte sich das Tumorvolumen jedoch jeweils und wies an Tag 17
ein Tumorvolumen von 245 mm3 ) auf. In der vor Tumorinokulation mit PC61 behandelten
Gruppe (◦) wuchs nur in einer von drei Ma¨usen ein Tumor, der bis Tag 13 schneller wuchs,
als die Tumore der Kontrollgruppe. An Tag 15 verlangsamte sich das Wachstum jedoch und
an Tag 17 entsprach das Tumorvolumen 109 mm3. Die anderen Ma¨use blieben tumorfrei.
Bei den Ma¨usen, denen fu¨nf Tage nach der Tumorinokulation PC61 injiziert worden war,
wuchsen die Tumore wesentlich schneller und erreichten an Tag 17 ein Tumorvolumen von
662 mm3.
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In einem Wiederholungsexperiment wurden C57BL/6N Ma¨usen entweder einen Tag vor
(pra¨ventiv) oder fu¨nf bzw. zehn Tage nach der Tumorinokulation (therapeutisch) 300 µg
PC61 injiziert. Anschließend wurde alle zwei Tage das Volumen der Tumore bestimmt.
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Abb. 4.7: Einfluss der CD25+ Depletion auf das Wachstum von B16 Melanomen.
C57BL/6N Ma¨usen wurden entweder einen Tag vor der Tumorinokulation oder fu¨nf bzw. zehn Tage danach
300 µg PC61 injiziert. Alle zwei bis drei Tage wurde das Tumorvolumen bestimmt. n = 7. Angegeben sind
die Mittelwerte ± SEM.
Abb. 4.7 zeigt, dass die Tumore der Kontrollgruppe (3) zuna¨chst relativ langsam wuchsen
und nach ca. 21 Tagen ein Volumen von 100 mm3 u¨berschritten. In den nachfolgenden 14
Tagen stieg das Volumen exponentiell an und erreichte an Tag 36 einen durchschnittlichen
Wert von ca. 600 mm3 .
Im Gegensatz dazu nahm das Tumorwachstum in den beiden Gruppen, die erst nach der
Tumorinokulation mit PC61 behandelt worden waren, schneller zu (4, 2). Die Tumore die-
63 4 Ergebnisse
ser Ma¨use wuchsen zuna¨chst fu¨r zehn bis zwo¨lf Tage wesentlich schneller (d 12-20/22) als
die Tumore der Kontrollma¨use; danach stagnierte das Wachstum fu¨r ca. vier Tage (d 20-24)
und nahm anschließend wieder zu. Die Ma¨use aus diesen Gruppen mussten insgesamt fru¨her
geto¨tet werden, als die Kontrollma¨use und die Ma¨use, die vor der Tumorinokulation mit
PC61 behandelt worden waren. Bei den vor der Tumorinokulation mit PC61 behandelten
Ma¨usen (◦) wuchsen die Tumore wesentlich langsamer und hatten nach 39 Tagen noch nicht
ein Volumen von 100 mm3 u¨berschritten.
Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass eine pra¨ventive CD25-Depletion das Tumor-
wachstum verlangsamt. Eine therapeutische CD25-Depletion scheint hingegen eine Beschleu-
nigung des Tumorwachstums hervorzurufen.
4.2.2 Effektor T-Zellen in Lymphorganen von tumortragenden Ma¨usen
Die vorangegangenen Experimente deuten darauf hin, dass der Zeitpunkt der Depletion eine
wichtige Rolle spielt. Eine Mo¨glichkeit, weshalb die Tumore nach therapeutischer Antiko¨rper-
Injektion schneller wachsen ist, dass tumorspezifische Effektor T-Zellen (Teff), die nach ihrer
Aktivierung eine erho¨hte CD25-Expression aufweisen, durch den CD25-Antiko¨rper ebenfalls
depletiert werden.
Um zu u¨berpru¨fen, ob mit der PC61-Injektion eine Depletion von aktivierten T-Zellen ein-
hergeht, wurde C57BL/6N Ma¨usen fu¨nf Tage nach der Tumorinokulation PC61 injiziert.
Weitere sieben Tage spa¨ter wurden die Tumor-drainierenden Lymphknoten entnommen und
die CD4 T-Zellen mittels FACS-Analyse auf die Expression der Aktivierungsmarker CD25-
bzw. CD69 untersucht. Als Vergleich dienten unbehandelte tumortragende Ma¨use.
Abb. 4.8 zeigt eine repra¨sentative Analyse der CD25- und CD69-Expression auf CD4+ T-
Zellen einer Kontrollmaus und einer mit PC61 behandelten Maus. Bei der Kontrollmaus
exprimierten 4,2 % der CD4-Zellen CD25 und 4,6 % waren CD69+. In der PC61-behandelten
Maus waren kaum CD25+ T-Zellen nachweisbar (0,3 %). CD69 wurde hingegen von 3,7 %
der CD4-Zellen exprimiert. Dieses Ergebnis zeigt, dass trotz CD25-Depletion aktivierte T-














Abb. 4.8: Expression von CD69 auf CD4+ T-Zellen in tumor-drainierenden Lymph-
knoten.
Fu¨nf Tage nach der Tumorinokulation wurde C57BL/N Ma¨usen PC61 injiziert, die Ma¨use der Kontrollgruppe
blieben nach der Tumorinokulation unbehandelt. Sieben Tage spa¨ter wurden die drainierenden Lymphknoten
entnommen und die Expression von CD25 und CD69 mittels FACS-Analyse bestimmt.
Diese Daten deuten darauf hin, dass die Injektion von PC61 nach der Tumorinokulation
nicht zur zusa¨tzlichen Depletion von Effektor T-Zellen fu¨hrt.
4.2.3 Behandlungsversuche zur Therapie des B16 Melanoms
In der Erforschung von Methoden, die das Tumorwachstum einschra¨nken oder verhindern
sollen, unterscheidet man zwischen sogenannten pra¨ventiven Methoden - der
”
Behandlung“
vor der Tumorzellinjektion - und therapeutischen Methoden - der Behandlung nach der Tu-
morinokulation. Oft werden zuerst die pra¨ventiven Methoden getestet. Hier wurde bislang
gezeigt, dass die Vakzinierung mit Tumorantigen-beladenen DC vor der Gabe von Mela-
nomzellen das nachfolgende Tumorwachstum verlangsamt oder insbesondere zusammen mit
Treg-Depletion sogar vor Tumorwachstum schu¨tzen kann [65, 69, 66, 68, 96].
Da in tumortragenden Ma¨usen nach CD25-Depletion noch aktivierte T-Zellen nachgewie-
sen werden konnten, sollten diese T-Zellen in folgenden Experimenten durch Tumorantigen-
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beladene DC stimuliert werden. Das Ziel war eine versta¨rkte Aktivierung von Tumor-spezi-
fischen T-Zellen, die in der Abwesenheit von Treg den Tumor beka¨mpfen sollten.
Jeweils vor der Injektion der Tumorantigen-beladenen DC wurde deren Pha¨notyp mittels
FACS bestimmt. Dabei wurde einerseits die Expression von CD11c (DC-Marker), anderer-










Abb. 4.9: Pha¨notyp der zur Therapie verwendeten Tumorantigen-beladenen DC.
Vor der Injektion der Tumorantigen-beladenen BM-DC wurde anhand der Oberfla¨chenexpression untersucht,
in welchem Aktivierungszustand sich die Zellen befanden. 5×105 DC wurden mit Antiko¨rpern gegen CD11c
(DC-Marker), MHCII und CD86 gefa¨rbt und mittels FACS analysiert.
Abb. 4.9 zeigt repra¨sentativ den Pha¨notyp der mit Tumorlysat gepulsten DC. Die Anzahl
der CD11c+ Zellen lag bei 80,4 %, die mittlere Fluoreszenzintensita¨t fu¨r die Expression von
MHCII lag bei 52891, diejenige fu¨r die Expression von CD86 lag bei 13153.
Diese hohe Expression von MHCII und dem Kostimulatorischen Moleku¨l CD86 weisen dar-
auf hin, dass die Tumorantigen-beladenen DC aktiviert waren.
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Fu¨nf Tage nach der Tumorinokulation begann die Behandlung von tumortragenden Ma¨usen
durch Depletion von Treg mittels PC61-Injektion und Vakzinierung mit Tumorantigen-
beladenen DC. Wie in Abb. 4.10 dargestellt, wurde eine Kontrollgruppe von C57BL/6N
Ma¨usen nur mit PC61 behandelt. Eine Gruppe bekam Injektionen von Tumorantigen-be-
ladenen DC und eine weitere Gruppe erhielt eine Kombination aus beidem. Die DC-Injektionen
wurden zweimal im Abstand von jeweils drei Tagen wiederholt. Die Kontrollgruppe wurde
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Abb. 4.10: B16-Wachstum im Rahmen der Therapie aus Treg-Depletion und DC-
Stimulierung.
C57BL/6N Ma¨usen wurden fu¨nf Tage nach der Tumorinokulation entweder 300 µg PC61, Tumorantigen-
beladene DC oder eine Kombination aus beidem injiziert. Die Kontrollgruppe wurde nicht behandelt. Alle
zwei bis drei Tage wurde das Tumorvolumen bestimmt. Dargestellt ist ein repra¨sentativer Versuch von
insgesamt zwei Versuchen; n = 7. Angegeben sind die Mittelwerte ± SEM.
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In Abb. 4.10 ist zu erkennen, dass die Tumore in den unbehandelten Ma¨usen (Kontrolle = 3)
innerhalb der ersten zehn bis zwo¨lf Tage relativ langsam wuchsen, wobei nach zwo¨lf Tagen
das durchschnittliche Volumen von 100 mm3 u¨berschritten wurde. Innerhalb der folgenden
acht Tage nahm das Tumorwachstum exponentiell zu und erreichte ein Volumen von u¨ber
500 mm3.
In den Gruppen, die entweder nur mit PC61 (◦) oder nur mit DC (4) behandelt worden
waren wuchsen die Tumore vergleichbar schnell wie die Tumore der Kontrollma¨use.
Bei den Ma¨usen, die mit PC61 und Antigen-beladenen DC behandelt worden waren (2),
beschleunigte sich jedoch das Tumorwachstum nach zehn Tagen. Die Tumore u¨berschritten
bereits nach zwo¨lf Tagen ein Volumen von 100 mm3 und erreichten nach 16 Tagen ein Volu-
men von u¨ber 600 mm3. Die Ma¨use dieser Gruppe mussten nach 18 Tagen geto¨tet werden,
als das Tumorvolumen 684 mm3 erreicht hatte. Verglichen mit den anderen Gruppen, deren
Tumore zu diesem Zeitpunkt ca. 270 mm3 aufwiesen, handelte es sich um eine Steigerung
des Volumens um u¨ber 250 %.
Die u¨berraschende Potenzierung des Tumorwachstums nach der kombinatorischen Behand-
lung mit PC61 und DC weist, wie in 4.2.1 bereits erwa¨hnt, darauf hin, dass der Applikations-
Zeitpunkt einen entscheidenden Einfluss auf die Entwicklung des Tumors hat.
Da die zur Behandlung verwendeten DC einen eindeutig aktivierten Pha¨notyp aufwiesen
(Abb. 4.9), kann die Versta¨rkung des Tumorwachstums nicht darauf zuru¨ckzufu¨hren sein,
dass die DC eine tolerogene Wirkung ausu¨ben.
Diese Daten lassen sich dahingehend zusammenfassen, dass weder die Treg-Depletion, noch
die Injektion von Tumorantigen-beladenen DC oder deren Kombination als therapeutische
Maßnahme zur Einda¨mmung des schon vorhandenen Tumorwachstums geeignet sind.
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4.3 Lymphozyten im Tumorinfiltrat
Um zu untersuchen, ob tumorassoziierte regulatorische T-Zellen wa¨hrend des B16 Wachs-
tums eine Rolle spielen sollte festgestellt werden, in welcher Anzahl diese Zellen im Tumo-
rinfiltrat vorkommen. Zu diesem Zweck wurden Lymphozyten aus B16 Tumoren isoliert und
der Anteil der CD4+CD25+FoxP3+ Zellen mittels FACS bestimmt.
4.3.1 Reaktivita¨t von Antiko¨rpern auf B16-Zellen
Fu¨r die spa¨tere Pha¨notypisierung des Tumorinfiltrates war es zuna¨chst erforderlich die Re-
aktivita¨t der verwendeten Antiko¨rper mit B16-Zellen zu untersuchen. So sollte ausgeschlos-
sen werden, dass es durch unspezifische Antiko¨rper-Bindungen an Tumorzellen zu falsch-
positiven Signalen kommt.
In Abb. 4.11 ist die durchflusszytometrische Analyse der Antiko¨rper-Bindung an B16-Zellen
dargestellt. In der oberen Reihe sind die Isotypkontrollen fu¨r PE, FITC und APC abgebildet.
Als Positivkontrolle wurde eine Fa¨rbung gegen MHC Klasse I durchgefu¨hrt (linke Spalte,
zweites Histogramm von oben), da dieses Moleku¨l von allen Ko¨rperzellen (auch Tumorzellen)
exprimiert wird.
Bei den anderen verwendeten Antiko¨rpern handelt es sich um Marker fu¨r Lymphozyten-
populationen (CD8, CD4 = T-Zellen; CD3 = T-Zellen und NKT-Zellen ; CD19 oder B220
= B-Zellen; Gr-1 = Granulozyten; F4/80 oder CD11b = Makrophagen; CD11c = dendriti-
sche Zellen; NK1.1 = NK- und NKT-Zellen) bzw. Aktivierungsmarker (CD25 fu¨r T-Zellen;
MHCII, CD80, CD86 fu¨r DC und Makrophagen).
Die Tumorzellen wurden mit dem u¨berwiegenden Anteil der benutzten Antiko¨rper nicht an-
gefa¨rbt. Die Ausnahmen bildeten die Antiko¨rper gegen B220 (B-Zellen) und Gr-1 (Granulo-
zyten). Diese Fa¨rbung ko¨nnte darauf zuru¨ckzufu¨hren sein, dass die Antiko¨rper an ein Epitop
























Abb. 4.11: Fa¨rbung von B16-Zellen mit verschiedenen direkt-markierten Antiko¨rpern.
Jeweils 5×105 B16-Zellen wurden mit je 1 µg der jeweiligen Fluorochrom-markierten Antiko¨rpern gefa¨rbt.
Anschließend wurden die Zellen mittels FACS analysiert. Die gates (P2, P3, P4) geben den Anteil der
positiven Zellen bezogen auf die Isotypkontrollen an.
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4.3.2 Charakterisierung von tumorinfiltrierenden Lymphozyten
Nachdem ausgeschlossen worden war, dass die zur Charakterisierung von Lymphozyten ver-
wendeten Antiko¨rper eine Kreuzreaktivita¨t mit B16-Zellen aufwiesen, sollte das Vorkommen
von tumorinfiltrierende Lymphozyten im B16-Melanom untersucht werden. Zu diesem Zweck
wurden B16-Tumore entnommen und Zellsuspensionen hergestellt. Diese Zellsuspensionen
wurden durchflusszytometrisch auf die Anwesenheit von verschiedenen Lymphozytenpopula-
tionen (CD4-Zellen, CD8-Zellen, B- Zellen, NK-Zellen, NKT-Zellen, DC und Makrophagen)
untersucht.








Abb. 4.12: FSC/SSC-Ansicht der tumorinfiltrierenden Lymphozyten.
Jeweils 5×105 aus B16-Tumoren isolierte Zellen wurden mittels FACS analysiert. Dabei konnte bereits an-
hand der Gro¨ße und Granularita¨t zwischen Lymphozyten und Tumorzellen unterschieden werden. P1 =
Lymphozyten; P2 = Tumorzellen.
In der FSC/SSC-Ansicht in Abb. 4.12 ist zu erkennen, dass Lymphozyten und Tumorzellen
sich anhand ihrer Gro¨ße und Granularita¨t unterscheiden lassen. P1 markiert die Lympho-
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zyten (Lymphozytengate) wa¨hrend P2 die Tumorzellen kenntlich macht. Dabei exprimieren
die Tumorzellen weder T-Zell spezifische Moleku¨le wie z.B. CD4 noch Makrophagenmarker
wie CD11b (Abb. 4.12 rechts) oder DC-Marker (CD11c, nicht gezeigt). Die tumorinfiltrie-
renden Lymphozyten wurden weiterhin auf Oberfla¨chenmarker untersucht.
In Abb. 4.13 ist die Anzahl der infiltrierenden Lymphozyten fu¨r die einzelnen B16-Tumoren
dargestellt. Die Gesamtzahl des Infiltrates betrug zwischen 5 % und 20 % der Gesamtzellzahl
der gewonnenen Zellsuspension und variierte somit stark. Unter Beru¨cksichtigung der Mit-
telwerte stellten Makrophagen den ho¨chsten Anteil im Lymphozyteninfiltrat (17,4 %, 9,7 %),
gefolgt von CD4+ T-Zellen (8,9 %), NK-Zellen (8,2 %) und CD8+ T-Zellen (7 %). Die am













































Abb. 4.13: Anteile der verschiedenen Lymphozytensubpopulationen im Tumorinfiltrat.
Jeweils 5×105 aus B16-Tumoren isolierte Zellen wurden mit je 1 µg der jeweiligen Fluorochrom-markierten
Antiko¨rper gegen spezifische Oberfla¨chenmarker fu¨r die verschiedenen Lymphozytenpopulationen gefa¨rbt
und mittels FACS analysiert. Die Punkte geben die Werte der einzelnen Ma¨use an, der Balken zeigt die
Mittelwerte. Dargestellt sind die Werte von insgesamt 19 Ma¨usen aus drei unabha¨ngigen Versuchen.
• = Einzelwerte; - = Mittelwerte.
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Nachdem gezeigt worden war, dass CD4+ T-Zellen in den Tumor migrieren, stellte sich die
Frage, ob sich unter diesen Zellen CD4+CD25+FoxP3+ Treg befinden. Dazu wurde die CD4+
Zellpopulation mittels FACS-Analyse auf die Expression von CD25 und FoxP3 untersucht.
Abbildung 4.14 zeigt den Anteil der CD25+FoxP3+ Zellen innerhalb der CD4+ T-Zellen in
den drainierenden Lymphknoten verglichen mit dem Tumorinfiltrat. Wa¨hrend in den drai-
nierenden Lymphknoten der Gesamtanteil der CD4+ T-Zellen bei durchschnittlich 33,9 %
lag (Daten nicht gezeigt), waren im Tumorinfiltrat im Durchschnitt 8,9 % der Lymphozyten
CD4+ (Abb. 4.13). In den drainierenden Lymphknoten lag der Anteil der CD25+FoxP3+
Zellen innerhalb der gesamten CD4-Zellpopulation bei 8,6 %. Der Anteil der CD25+FoxP3+
im Tumor lag bei 24,4 % (Abb. 4.14).










































Abb. 4.14: Treg in drainierenden Lymphknoten und Tumoren.
Jeweils 5×105 aus B16-Tumoren oder drainierenden Lymphknoten isolierte Zellen wurden mit je 1 µg der
Fluorochrom-markierten Antiko¨rper gegen CD4, CD25 und FoxP3 gefa¨rbt und mittels FACS analysiert.
Die Punkte geben die Werte der CD4+CD25+FoxP3+ Zellen fu¨r die einzelnen Ma¨use (Tumore) an, der
Balken zeigt die Mittelwerte. Dargestellt sind die Werte von insgesamt 18 Ma¨usen aus drei unabha¨ngigen
Versuchen. dLN = drainierende Lymphknoten.
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4.3.3 Effektivita¨t der Treg-Depletion in tumortragenden Ma¨usen
Die vorangegangenen Ergebnisse zeigen, dass regulatorische T-Zellen einen bedeutenden An-
teil der CD4-Zellen im Tumorinfiltrat ausmachen. Vor dem Hintergrund, dass das Wachstum
von etablierten B16-Tumoren durch die Depletion von Treg nicht inhibiert werden konnte,
ergab sich die Frage, ob der mAk PC61 in der Lage ist Treg innerhalb von etablierten Tu-
moren zu depletieren.
Im Folgenden sollte daher die Effektivita¨t der CD25-Depletion auf die Infiltration des Tu-
mors durch Treg untersucht werden.
Zu diesem Zweck wurde Ma¨usen einen Tag vor oder fu¨nf bzw. zehn Tage nach der Tumor-
inokulation PC61 injiziert. Nach 21 bis 28 Tagen wurden die Tumore entnommen und die
infiltrierenden CD4+CD25+Foxp3+ mittels FACS analysiert.
In Abb. 4.15 sind die repra¨sentativen FACS-Analysen der drainierenden Lymphknoten, der
Milz und des Tumors einer Kontrollmaus und einer PC61-behandelten Maus dargestellt. Bei
der Kontrollmaus waren in allen untersuchten Organen CD4+CD25+FoxP3+ Zellen in nor-
maler Anzahl von 7,3 bzw. 8,6 % (vgl. 4.1.2) detektierbar. Bei der PC61-behandelten Maus
waren die CD4+CD25+FoxP3+ jedoch nur in Lymphknoten und Milz depletiert (0,3 bzw.
0,1 %). Im Tumor der PC61-behandelten Maus waren hingegen vergleichbare Zahlen von
Treg (3,2 %) zu finden, wie im Tumor der Kontrollmaus (2,9 %).
In Abb. 4.16 ist zu erkennen, dass der Anteil der CD4+CD25+Foxp3+ in Tumoren von
pra¨ventiv (einen Tag vor Tumorinokulation) PC61-behandelten Ma¨usen signifikant niedriger
als in der Kontrollgruppe (13,8 % vs. 24,7 %) war. Die Anzahl der infiltrierenden Treg in den
Tumoren der Ma¨use, die fu¨nf bzw. zehn Tage nach Tumorinokulation eine PC61-Injektion















Abb. 4.15: Treg in Lymphknoten, Milzen und Tumoren.
Ma¨use wurden einen Tag vor oder fu¨nf bzw. zehn Tage nach der Tumorinokulation durch PC61-Injektion
depletiert. Drei bis vier Wochen spa¨ter wurden die Tumore entnommen und jeweils 5×105 aus den Tumoren
isolierte Zellen mit je 1 µg der Fluorochrom-markierten Antiko¨rper gegen CD4, CD25 und FoxP3 gefa¨rbt.























































Abb. 4.16: Treg im Tumorinfiltrat nach verschiedenen Depletions-Zeitpunkten.
Jeweils 5×105 aus B16-Tumoren isolierte Zellen wurden mit je 1 µg der Fluorochrom-markierten Antiko¨rper
gegen CD4, CD25 und FoxP3 gefa¨rbt. Die Punkte geben die Werte der CD4+CD25+FoxP3+ Zellen fu¨r die
einzelnen Ma¨use (Tumore) an, der Balken zeigt die Mittelwerte. Dargestellt sind die Werte von insgesamt
38 Ma¨usen aus drei unabha¨ngigen Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels zweiseitigen homoskedastischen
T-Tests mit Microsoft Excel berechnet. * = p < 0,05.
Diese Daten zeigen, dass nur die Depletion der regulatorischen T-Zellen vor der Tumorinoku-
lation eine Auswirkung auf die Anzahl dieser Zellen in den B16-Tumoren hat. Eine Depletion,
die wa¨hrend des Tumorwachstums durchgefu¨hrt wird bewirkt keine signifikante Reduktion
der Treg im Tumor. Anscheinend wird durch A¨nderung des Zeitpunktes der PC61-Injektion
das Infiltrationsmuster signifikant beeinflusst.
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An einer Abstoßungsreaktion von B16 Tumoren sind sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen
beteiligt. Um zu untersuchen, ob durch die Injektion von PC61 zu verschiedenen Zeitpunkten
des Tumorwachstums die Infiltration des Tumors durch CD4+ und CD8+-Zellen vera¨ndert
wird, wurde der prozentuale Anteil dieser Zellpopulationen im Tumor analysiert.
Dazu wurde einen Tag vor oder fu¨nf bzw. zehn Tage nach der Tumorinokulation PC61 in
C57BL/6N Ma¨use injiziert. Nach 21 bis 28 Tagen wurden die Tumore entnommen und die


















































Abb. 4.17: Treg im Tumorinfiltrat nach verschiedenen Depletions-Zeitpunkten.
Jeweils 5×105 aus B16-Tumoren isolierte Zellen wurden mit je 1 µg der Fluorochrom-markierten Antiko¨rper
gegen CD4 gefa¨rbt. Die Punkte geben die Werte der CD4+ Zellen fu¨r die einzelnen Ma¨use (Tumore) an, der
Balken zeigt die Mittelwerte. Dargestellt sind die Werte von insgesamt 25 Ma¨usen aus zwei unabha¨ngigen
Versuchen.
Abb. 4.17 zeigt, dass bei den Kontrollma¨usen durchschnittlich 9 % der infiltrierenden Lympho-
zyten CD4+ Zellen waren. Im Tumorinfiltrat der pra¨ventiv mit PC61 behandelten Ma¨use
lag der Anteil mit 13 % geringfu¨gig u¨ber dem der Kontrollen. In den Tumoren der fu¨nf bzw.
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zehn Tage nach Tumorinokulation mit PC61 behandelten Ma¨use waren diese Anteile deut-
lich reduziert und lagen bei 2,7 % bzw. 3,9 %.
In Abb. 4.18 sind die Anteile der CD8+ Zellen im Tumorinfiltrat der wie oben beschrieben
mit PC61 behandelten Gruppen dargestellt.
In den Tumoren der Kontrollen handelte es sich bei 3,8 % der infiltrierenden Lymphozyten
um CD8+ Zellen. Die Tumore der vor der Tumorinokulation mit PC61 behandelten Ma¨use
enthielten mit durchschnittlich 11,8 % signifikant mehr CD8+ Zellen als die Kontrolltumo-
re. Bei den therapeutisch an Tag fu¨nf und zehn mit PC61 behandelten Ma¨usen lagen diese


















































Abb. 4.18: Treg im Tumorinfiltrat nach verschiedenen Depletions-Zeitpunkten.
Jeweils 5×105 aus B16-Tumoren isolierte Zellen wurden mit je 1 µg der Fluorochrom-markierten Antiko¨rper
gegen CD8 gefa¨rbt. Die Punkte geben die Werte der CD8+ Zellen fu¨r die einzelnen Ma¨use (Tumore) an, der
Balken zeigt die Mittelwerte. Dargestellt sind die Werte von insgesamt 25 Ma¨usen aus zwei unabha¨ngigen
Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels zweiseitigen homoskedastischen T-Tests mit Microsoft Excel be-
rechnet. * = p < 0,05.
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Diese Daten deutet darauf hin, dass es durch den Einsatz von PC61 lediglich zu geringfu¨gigen
Unterschieden im Infiltrationsmuster der CD4+ Zellen im allgemeinen kommt.
Im Gegensatz dazu werden die Tumore nach pra¨ventivem PC61 Einsatz weniger durch Treg
und mehr durch CD8+ Zellen infiltriert. Die therapeutische Applikation von PC61 zeigt
hingegen im Vergleich mit Tumoren aus unbehandelten Ma¨usen keine A¨nderung des Infiltra-
tionsmusters von Treg oder CD8+ Zellen. Somit scheint der Zeitpunkt der PC61-Applikation
eine entscheidende Rolle fu¨r die Infiltration durch Effektorzellen und Treg zu spielen.
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4.4 Untersuchung des Einflusses von PC61 auf die Funktion von
T-Zellen
Obwohl in 4.2.2 gezeigt wurde, dass in tumortragenden Ma¨usen nach der Injektion von PC61
aktivierte CD4-Zellen zu finden sind, besteht die Mo¨glichkeit, dass diese CD69+ Zellen nicht
funktionell sind. Mit der Injektion von PC61 konnte allerdings keine Tumorreduktion er-
reicht werden. Sie fu¨hrte im Gegenteil sogar eher zu einem schnelleren Tumorwachstum,
besonders wenn gleichzeitig mit Tumorantigen-beladenen DC behandelt wurde. Man ko¨nnte
daher annehmen, dass durch die Injektion von PC61 nicht ausschließlich Treg depletiert wer-
den, sondern auch CD25+ Effektor T-Zellen.
Daher sollte im Folgenden die Funktionalita¨t von Effektor T-Zellen in Anwesenheit von PC61
in vivo mit Hilfe des OTII Modells untersucht werden. Auf den CD4+ T-Zellen von OTII
Ma¨usen wird ein transgener T-Zell Rezeptor exprimiert, der das MHC Klasse II spezifische
OVA-Peptid 323-339 (KISQAVHAAHAEINEAG) erkennt. Durch eine Stimulation mit OVA-
beladenen DC wird eine Proliferation der transgenen T-Zellen hervorgerufen. Zusa¨tzlich zum
transgenen T-Zell-Rezeptor exprimieren die T-Zellen den Thymozytenmarker Thy-1.1, wo-
durch sie nach einem adoptiven Transfer in C57BL/6N von den Rezipientenzellen (Thy-1.2)
unterschieden werden ko¨nnen.
Mit Hilfe dieses Modells sollte getestet werden, ob aktivierte transgene CD4-Zellen nach
Injektion von PC61 in der Lage sind zu proliferieren und Zytokine zu produzieren.
4.4.1 Einfluss von PC61 auf Proliferationsfa¨higkeit von CD4+ T-Zellen
Um die Proliferationsfa¨higkeit von CD4-Zellen in Anwesenheit von PC61 zu untersuchen,
wurden CD4-Zellen aus Lymphknoten und Milzen von OTII-transgenen Thy-1.1+ Ma¨usen
isoliert. Die CD4-Zellen wurden mit CFSE gefa¨rbt und i.v. in naive C57BL/6N Ma¨use inji-
ziert. Einen Tag spa¨ter wurden reife mit OVA beladene DC s.c. in diese Ma¨use gespritzt.
Einer Gruppe von Ma¨usen wurde zusa¨tzlich PC61 injiziert. Nach drei bis fu¨nf Tagen wurden
die Lymphknoten entnommen, Zellsuspensionen hergestellt und mittels FACS analysiert.
Dabei konnte anhand des Thymozytenmarkers Thy-1 zwischen endogenen (Thy-1.1−) und





















Abb. 4.19: Proliferation von OTII transgenen CD4-Zellen.
CD4-Zellen wurden mittels MACS aus OTII Ma¨usen isoliert und mit CFSE gefa¨rbt. Anschließend wurden
3-5 × 106 CFSE+ Zellen i.v. in C57BL/6N Ma¨use injiziert. Einen Tag spa¨ter wurden den Ma¨usen mit OVA
beladene DC s.c. injiziert, wobei einer Gruppe von Ma¨usen zusa¨tzlich PC61 i.p. appliziert wurde. Nach drei
bis fu¨nf Tagen wurden die Lymphknoten entnommen und die Proliferation der transgenen T-Zellen mittels
FACS analysiert. (A) Vergleich des Anteils der endogenen CD4+CD25+ Zellen in Kontrollma¨usen und PC61-
behandelten Ma¨usen. (B) Vergleich der CFSE-Verdu¨nnung der transgenen T-Zellen in Kontrollma¨usen und
PC61-behandelten Ma¨usen.
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Anhand der Verdu¨nnung von CFSE wurde die Proliferation detektiert, wobei die ho¨chste
CFSE-Konzentration (105) Aufschluss u¨ber die noch ungeteilten Zellen gab.
Wie in Abb. 4.19 A dargestellt, war die Anzahl der endogenen CD4+CD25+ in PC61-
behandelten Ma¨usen verglichen mit Kontrollma¨usen wie erwartet stark reduziert. In den
PC61-behandelten Ma¨usen konnte eine sta¨rkere Verdu¨nnung von CFSE nachgewiesen wer-
den, was auf eine sta¨rkere Proliferation und somit Aktivierung der transgenen T-Zellen in
diesen Ma¨usen hindeutet.
Zusa¨tzlich wurde der prozentuale Anteil der CFSE+ Zellen bestimmt, der aus den Ma¨usen
der beiden Versuchsgruppen re-isoliert werden konnte. Abbildung 4.20 zeigt, dass der An-
teil der aus PC61-behandelten Ma¨use isolierten CFSE+ Zellen im Mittel etwas ho¨her war
































Abb. 4.20: Isolierung von OTII transgenen CD4-Zellen nach adoptivem Transfer.
Nach adoptivem Transfer von 3-5× 106 CFSE+ OTII CD4-Zellen in C57BL/6N Ma¨use wurde nach in vivo-
Stimulierung mit DC der prozentuale Anteil der re-isolierten Thy-1.1+CFSE+ OTII CD4-Zellen aus den
Lymphknoten der C57BL/6N Ma¨use bestimmt. Dargestellt sind die Werte von insgesamt 18 Ma¨usen aus
drei unabha¨ngigen Versuchen. Die Balken geben die Mittelwerte an.
Dieses Ergebnis zeigt, dass die Anwesenheit von PC61 keine suppressive Wirkung auf die
Proliferationsfa¨higkeit von aktivierten CD4-Zellen ausu¨bt. Vielmehr deutet sich an, dass die
Proliferation von OTII-Donorzellen in CD25 depletierten Ma¨usen wie erwartet versta¨rkt ist.
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4.4.2 Einfluss von PC61 auf Zytokinproduktion von CD4+ T-Zellen
Eine weitere wichtige Eigenschaft von T-Zellen ist ihre Fa¨higkeit Zytokine zu produzie-
ren. Um zu untersuchen, ob T-Zellen nach in vivo Aktivierung durch Antigen-beladene DC
in PC61-behandelten Ma¨usen in der Lage sind Zytokine zu produzieren, wurde weiterhin
das oben beschriebene transgene (OTII) Modell verwendet. Dazu wurde der intrazellula¨re
Interleukin-2 (IL-2)-Gehalt in proliferierenden T-Zellen untersucht.
Wie in 4.4.1 beschrieben wurden OTII CD4-Zellen mit CFSE gefa¨rbt und in naive C57BL/6N
Ma¨use injiziert. Eine Gruppe wurde nicht weiter behandelt (Kontrolle), einer Gruppe wur-
den OVA-beladene DC injiziert (DC) und einer Gruppe wurden sowohl OVA-beladene DC
als auch PC61 injiziert (DC+PC61). Nach drei Tagen wurden die Lymphknoten entnom-
men und Zellsuspensionen hergestellt. Diese Zellsuspensionen wurden mit 2 ng/ml PMA
und 0,4 µg/ml Ionomycin fu¨r fu¨nf Stunden restimuliert. Anschließend wurde mittels FACS
der intrazellula¨re IL-2 Gehalt der CFSE+ Zellen ermittelt. Dabei diente die unbehandelte
Kontrollgruppe dazu, die unspezifische Produktion von IL-2 zu ermitteln.
In den mit DC bzw. DC und PC61 behandelten Gruppen war der Anteil der CFSE+ Zellen
die gleichzeitig IL-2+ waren relativ hoch (63 % bzw. 63,7 %; Abb. 4.21 A). In den PC61-
behandelten Ma¨usen waren etwas mehr IL-2+CFSE+ Zellen zu detektieren als in nicht PC61-
behandelten Ma¨usen (34,3 %; 29,2 %). Die Anzahl der IL-2+CFSE+ Zellen in Ma¨usen, die
nach der Injektion der transgenen Zellen nicht weiter behandelt worden waren (Kontrolle)
lag bei 9,3 % (Abb. 4.21 B).
Diese Daten lassen sich dahingehend zusammenfassen, dass die Anwesenheit von PC61 weder
auf die Proliferationsfa¨higkeit von Effektor T-Zellen, noch auf ihre Fa¨higkeit Zytokine zu
produzieren einen negativen Einfluss hat. Eine Depletion der Treg durch PC61 bewirkte


















































Abb. 4.21: Interleukin-2-Produktion von OTII transgenen CD4-Zellen.
CD4-Zellen wurden mittels MACS aus OTII Ma¨usen isoliert und mit CFSE gefa¨rbt. Anschließend wurden 3-
5 × 106 CFSE+ Zellen i.v. in C57BL/6N Ma¨use injiziert. Kontrolle: keine weitere Behandlung; DC: Injektion
von OVA-beladenen DC; DC+PC61: Injektion von OVA-beladenen DC und PC61.
Nach drei bis fu¨nf Tagen wurden die Lymphknoten entnommen und die Proliferation der transgenen T-Zellen
mittels FACS analysiert. (A) Beispiel fu¨r den Vergleich des Anteils der IL-2+CFSE+ Zellen in Ma¨usen, denen
nur OVA-beladene DC injiziert und Ma¨usen, denen OVA-beladene DC und PC61 injiziert worden waren.
(B) Anteil der IL-2+CFSE+ Zellen in Kontrollma¨usen, DC-injizierten und DC+PC61 injizierten Ma¨usen.
Dargestellt sind die Werte von insgesamt 39 Ma¨usen aus vier unabha¨ngigen Versuchen. Die Balken geben
die Mittelwerte an.
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4.5 Migrationsverhalten von CD4+ und CD4+CD25+ Zellen in
tumortragenden Ma¨usen
In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass eine CD25-Depletion in B16-
tragenden Ma¨usen keine Verzo¨gerung des Tumorwachstums zur Folge hatte. Im Gegenteil
bewirkte die Treg-Depletion in Kombination mit Injektionen von mit Tumorlysat beladenen
DC eine Beschleunigung des B16-Wachstums. Es konnte gezeigt werden, dass diese Wirkung
nicht auf eine gleichzeitige Depletion von aktivierten Effektor T-Zellen zuru¨ckzufu¨hren ist.
Eine Analyse der Infiltration der B16 Tumore durch regulatorische T-Zellen ergab, dass die
Treg-Depletion keine Wirkung auf den Anteil der im Tumor zu detektierenden Treg hatte.
Im Folgenden sollte untersucht werden, ob B16 Tumore in der Lage sind Treg aktiv zu re-












Abb. 4.22: Isolierung von PKH-PE+ Zellen aus tumortragenden Ma¨usen nach adopti-
vem Transfer.
CD4+CD25+ Zellen wurden mit PKH-PE gefa¨rbt. 1-2 × 106 gefa¨rbte Zellen wurden entweder einen Tag vor
der Tumorinokulation oder fu¨nf bis zehn Tage danach i.v. in tumortragende Ma¨usen injiziert. Nach vier bis
fu¨nf Tagen wurden die Lymphknoten, die Milz und der Tumor entnommen und Zellsuspensionen hergestellt.
Mittels FACS-Analyse wurde der Anteil der PKH-PE+CD25+ Zellen innerhalb der CD4-Zellen quantifiziert.
Zu diesem Zweck wurden PKH-PE- oder CFSE-gefa¨rbte CD4+CD25+ oder CD4+CD25−
Zellen in tumortragende Ma¨use injiziert. Nach ein bis sieben Tagen wurden die tumordrai-
nierenden Lymphknoten (dLN), die nicht-drainierenden Lymphknoten (ndLN), die Milz und
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der Tumor entnommen und Zellsuspensionen hergestellt. Mittels FACS wurde untersucht, in
welchen Organen die gefa¨rbten injizierten (exogenen) Zellen zu finden waren.
In vier voneinander unabha¨ngigen Versuchen wurden die gefa¨rbten CD4-Zellen entweder
vor der Tumorinokulation oder zu verschiedenen Zeitpunkten wa¨hrend des Tumorwachs-
tums injiziert. Es wurden sowohl aus naiven als auch aus B16-tragenden Ma¨usen isolierte
Zellen verwendet. U¨berraschenderweise wurden die vor der Tumorinokulation injizierten
Treg (CD4+CD25+) nicht in den Tumoren gefunden. Von den nach der Tumorinokulation
injizierten Treg wurden nur 0,016 % in den Tumoren detektiert (Abb.4.23). Trotzdem wur-
den jeweils große Mengen an endogenen CD4+CD25+FoxP3+ in den Tumoren nachgewiesen
(Abb.4.22).
Unabha¨ngig vom Zeitpunkt der Injektion konnten die exogenen Treg in Lymphknoten und
Milzen in vergleichbarer Menge wie in unbehandelten Kontrollma¨usen gefunden werden.
Entgegen der Erwartung, ließ sich dabei kein versta¨rktes
”
homing“ der Treg in drainie-
rende Lymphknoten feststellen. Im Gegenteil wurde kein deutlicher Unterschied zwischen
der Menge der exogenen Treg in drainierenden und nicht-drainierenden Lymphknoten oder
Lymphknoten aus unbehandelten Kontrollma¨usen beobachtet.
Auch die exogenen CD4+CD25− T-Zellen wurden nur in a¨ußerst geringer Anzahl im Tumor
detektiert. Auch in diesem Fall konnten große Mengen endogener Treg (CD4+FoxP3+) im
Tumor nachgewiesen werden (Abb.4.23, rechts).
Diese Daten deuten insgesamt darauf hin, dass der B16-Tumor eine Barriere schafft, die


































































































Abb. 4.23: Prozentualer Anteil von exogenen PKH-PE+ Zellen in Lymphknoten, Milz
und Tumoren.
CD4+CD25+ Zellen wurden mit PKH-PE gefa¨rbt. 1-2 × 106 gefa¨rbte Zellen wurden entweder einen Tag
vor der Tumorinokulation (A) oder fu¨nf Tage danach (B) i.v. in tumortragende Ma¨usen injiziert. Nach
vier bis fu¨nf Tagen wurden die drainierenden-, nicht-drainierenden Lymphknoten, die Milz und der Tumor
entnommen und Zellsuspensionen hergestellt. Mittels FACS-Analyse wurde der Anteil der PKH-PE+CD25+
Zellen innerhalb der CD4-Zellen quantifiziert. Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardabweichung; A:
n=2; B: n=4.
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Die heute angewendeten Therapien gegen das maligne Melanom sind insgesamt langfristig
nicht erfolgreich. Chirurgische Entfernung des Prima¨rtumors ist die einzig wirkungsvolle Be-
handlungsmethode, wobei eine Rekurrenz wahrscheinlicher wird, je weiter das Tumorstadium
zum Zeitpunkt der Exzision fortgeschritten ist. Dieser Sachverhalt begru¨ndet sich dadurch,
dass durch den Tumor immunsuppressive Mechanismen induziert werden, die mo¨glicherweise
Immunantworten inhibieren ko¨nnen.
Vakzinierungs-Experimente in Ma¨usen belegen eindeutig, dass durch pra¨ventive Depletion
von regulatorischen T-Zellen der Schutz vor Tumoren erheblich gesteigert wird. Klinisch ist
diese Art der Tumorbehandlung allerdings nicht umzusetzen, da Tumore spontan auftreten,
eine pra¨ventive Treg-Depletion aber unweigerlich zu Autoimmunkrankheiten fu¨hren wu¨rde.
In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden inwieweit die Depletion von Treg als
therapeutische Maßnahme angewendet werden kann.
5.1 Treg-Depletion als therapeutische Maßnahme gegen das
B16-Melanom
Bevor die Depletion von Treg in tumortragenden Ma¨usen angewendet wurde, war es zuna¨chst
notwendig zu untersuchen, wie effektiv der mAk PC61 Treg in vivo depletiert. Nach einmali-
ger Injektion des mAk war nach zwei Tagen der Anteil der CD4+CD25+ Zellen um 81 % bis
95 % reduziert (Abb. 4.2). Die geringfu¨gige Zunahme der CD4+FoxP3+ Zellen, die kein CD25
exprimieren (Abb. 4.3) la¨sst sich dadurch erkla¨ren, dass vermutlich ein kleiner Anteil der
Treg die CD25-Expression herunter reguliert [92, 93]. In verschiedenen Publikationen wur-
de diskutiert, ob die Injektion von PC61 zur Komplement-vermittelten Entfernung der Treg
oder zur Herabregulierung von CD25 auf der Oberfla¨che der Treg fu¨hrt [77, 78, 79, 80]. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Gesamtzahl der FoxP3+ Zellen in Lymphknoten und Milzen
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durch eine Injektion von PC61 stark reduziert. Gleichzeitig war die Anzahl der CD4+FoxP3+
Zellen, die kein CD25 exprimierten, in diesen Ma¨usen nur geringfu¨gig ho¨her, als in unbehan-
delten Kontrollma¨usen (Abb. 4.3). Daraus la¨sst sich schließen, dass die Depletion der Treg
durch PC61 vermutlich u¨ber Komplement-vermittelte Entfernung und nicht u¨ber Inaktivie-
rung der Zellen verla¨uft.
Der mAk PC61 ist 15 bis 20 Tage im Blut der Ma¨use nachweisbar [82]. Diese Zeit korreliert
mit der Abwesenheit der CD4+CD25+ Zellen in den peripheren lymphoiden Organen. Et-
wa drei Wochen nach der Applikation von PC61 sind wieder normale Anzahlen an Treg in
Lymphknoten und Milz nachweisbar (Daten nicht gezeigt, [82, 68]).
Die Verteilung der Lymphozyten in Blut, Lymphknoten und Milz a¨nderte sich durch PC61
Applikation nicht (Tab. 4.1). Die Vitalita¨t und Zusammensetzung der Lymphozyten wird
durch die Anwesenheit von PC61 ebenfalls nicht vera¨ndert. Die Untersuchung des Aktivie-
rungszustandes der CD4+ und CD8+ T-Zellen in PC61-behandelten Ma¨usen ergab keine
A¨nderung der Expression des fru¨hen Aktivierungsmarkers CD69 (Abb. 4.4). Auch DC und
Makrophagen in PC61-behandelten Ma¨usen zeigten keine deutlichen Unterschiede in der
Expression der Aktivierungsmarker MHC Klasse II und CD86 (Abb. 4.5). Die Ergebnisse
zeigen, dass die Injektion von PC61 keine Aktivierung und keine Inhibierung von CD4+ und
CD8+ T-Zellen bewirkt. DC und Makrophagen blieben ebenfalls unbeeinflusst.
Im experimentellen Mausmodell bewirkt eine, der Tumorinokulation vorangehende, Injek-
tion von PC61 eine deutliche Inhibierung des Tumorwachstums (Abb. 4.7). Diese Wirkung
wurde in der Literatur bereits fu¨r das B16-Melanom, aber auch fu¨r verschiedene andere Tu-
morarten beschrieben [81, 82, 94, 74, 97].
Fu¨nf oder zehn Tage nach der Tumorinokulation ist eine Depletion der Treg durch PC61
hingegen nicht mehr wirksam bzw. sogar kontraproduktiv, denn durch Injektion von PC61
zu diesen Zeitpunkten wuchsen die Tumore sogar schneller, als Tumore in unbehandelten
Ma¨usen (Abb. 4.7). Dieses Ergebnis konnte bereits in anderen murinen Tumormodellen be-
obachtet werden. In einer Studie zu einem Fibrosarkom-Modell konnte gezeigt werden, dass
eine Applikation von PC61 zum Zeitpunkt der Tumorinokulation nicht mehr wirksam gegen
das Tumorwachstum ist [95]. Bei Untersuchungen von Modellen fu¨r Leuka¨mie, Myelomen
und Sarkomen stellte sich heraus, dass an Tag 2 nach der Tumorinokulation eine Injektion
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von PC61 keine schu¨tzende Wirkung mehr zeigt [91]. Diese Befunde besta¨tigen, dass die
inhibierende Wirkung der Treg-Depletion mittels PC61 auf das Tumorwachstum stark vom
Zeitpunkt der Applikation abha¨ngig ist. Ko et al. fu¨hren die Umkehr des protektiven Effektes
einer PC61-Injektion bei fortgeschrittenem Tumorwachstum darauf zuru¨ck, dass dieser mAk
nicht ausschließlich Treg sondern auch CD25+ aktivierte Effektor T-Zellen depletiert [95].
Diese Hypothese wurde in einem delayed-type hypersensitivity (DTH)-Modell besta¨tigt [98].
In der vorliegenden Arbeit konnte dieses Ergebnis jedoch nicht bekra¨ftigt werden.
Neben CD25 gilt CD69 als fru¨her Aktivierungsmarker fu¨r T-Zellen. Die Untersuchung von
CD4+ T-Zellen in tumortragenden Ma¨usen zeigte, dass in PC61-behandelten Ma¨usen zwar
die CD4+CD25+ T-Zellen depletiert waren, jedoch vergleichbare Anzahlen von CD4+C69+
Zellen gefunden wurden, wie in unbehandelten Ma¨usen (Abb. 4.8). Dieser Befund wider-
spricht der Annahme der gleichzeitigen Depletion von aktivierten Effektor T-Zellen durch
PC61.
In den von Ko et al. und Lahl et al. durchgefu¨hrten Studien wurden Antiko¨rper-Konzentrationen
von 500 µg pro Maus verwendet, wa¨hrend in der vorliegenden Arbeit je 300 µg appliziert
wurden. Vermutlich entscheidet die eingesetzte Konzentration des mAk u¨ber die potentielle
Depletion von Effektor T-Zellen.
Die Depletion von Treg mittels PC61 wird jedoch eher selten als einzige Methode der Tu-
morpra¨vention angewendet. Weitaus ha¨ufiger wird sie in Kombination mit anderen Vakzi-
nierungsstrategien beschrieben. So wurde wiederholt berichtet, dass die PC61-vermittelte
Depletion von Treg erfolgreich zur Verbesserung von Vakzinierungen gegen Tumore einge-
setzt werden kann [76, 83]. Diese Vakzinierungen ko¨nnen einerseits durch Injektion von lethal
bestrahlten Tumorzellen oder tumorspezifischen Peptiden, andererseits durch die Injektion
von mit Tumorantigen-beladenen DC erfolgen [99, 63]. Dabei gilt die Injektion von DC als
beste Methode der Antigengabe bei Vakzinierungen [65, 66, 67].
In tumortragenden Ma¨usen zeigte sich weder durch therapeutische Applikation von PC61
(s.o.) noch durch therapeutische Injektionen von Tumorantigen-beladenen DC eine Wirkung
auf das Wachstum von B16-Tumoren. Die Kombination aus PC61- und DC-Applikation
hatte jedoch zur Folge, dass die Tumore schneller wuchsen (Abb. 4.10). Diese Beobachtung
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fu¨hrte zu der Frage, warum die Kombination dieser beiden Methoden das Tumorwachstum
beschleunigt. Eine Mo¨glichkeit wa¨re, dass die Methode zur Beladung der DC und damit die
anschließende Pra¨sentation der Tumorantigene nicht effektiv genug war, um die Generierung
und Aktivierung von tumorspezifischen Effektor T-Zellen zu bewirken. An dieser Stelle sei
jedoch angemerkt, dass im Labor in dem die Versuche im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgefu¨hrt wurden in Vorversuchen gezeigt werden konnte, dass die pra¨ventive Injektion
von mit Tumorlysat-gepulsten DC, die auf die gleiche Weise wie hier beschrieben beladen
und gereift wurden, zu verbesserter Immunita¨t gegenu¨ber dem B16-Melanom in den so be-
handelten Ma¨usen fu¨hrte. In Ma¨usen mit bereits etablierten Tumoren ko¨nnen die T-Zellen
jedoch durch den Tumor anerg sein und somit nicht mehr in der Lage durch die DC aktiviert
zu werden [100, 101].
Es gibt verschiedene Wege, die Pra¨sentation von Antigenen in DC hervorzurufen. Dabei
spielt die Art des Antigens eine wichtige Rolle, denn davon ha¨ngt ab, welcher Weg der Pro-
zessierung und damit auch der Pra¨sentation in der DC eingeschlagen wird. Werden DC mit
RNA oder DNA transfiziert, wird daraufhin das codierte Antigen in der DC exprimiert,
durch das Proteasom abgebaut und auf MHC Klasse I pra¨sentiert. Bei der Beladung der
DC mit Peptiden oder Tumorlysat werden die Antigene durch Endozytose aufgenommen,
endosomal prozessiert und u¨ber MHC Klasse II pra¨sentiert.
Es gibt widerspru¨chliche Berichte daru¨ber, welche Methode der Antigenbeladung effektiver
zur Aktivierung von tumorspezifischen Immunreaktionen durch T-Zellen ist. Maksimow et
al. konnten zeigen, dass eine Beladung von DC mittels DNA zu Immunita¨t gegenu¨ber eines
Lymphoms fu¨hrte. Durch eine Modifikation des Antigens konnte erreicht werden, dass es
hauptsa¨chlich u¨ber den endosomalen Weg prozessiert wurde. Dadurch kam es jedoch zum
Verlust der Immunita¨t gegenu¨ber dem Tumor, bedingt durch eine Aktivierung von spezifi-
schen Treg. Die Aktivierung dieser Zellen ging nicht mit ihrer Expansion einher und durch
eine vorhergehende Depletion der Treg konnte die DC-vermittelte Immunita¨t wieder herge-
stellt werden [102]. In dieser Studie war die Pra¨sentation des Antigens u¨ber MHC Klasse I
effektiver in der Aktivierung von Effektor T-Zellen gegen den Tumor, wohingegen die Modi-
fikation zur Pra¨sentation u¨ber MHC Klasse II zur Aktivierung von spezifischen Treg fu¨hrte.
Fu¨r das B16-Modell gibt es Berichte die nahe legen, dass auch bei der Vakzinierung gegen
diesen Tumor eine Pra¨sentation u¨ber MHC Klasse I zu einer besseren Tumorabstoßung fu¨hrt.
91 5 Diskussion
Die Injektion von DC, die mit dem Melanom-spezifischen Peptid TRP-2 transduziert worden
waren, schu¨tzten 58 % der mit Tumorzellen inokulierten Ma¨use vor einem Tumorwachstum.
Wurden die DC nicht transduziert, sondern mit dem Peptid gepulst konnte lediglich in 35 %
der Tiere ein Tumorwachstum verhindert werden [103]. Auch Steitz et al. zeigten, dass durch
die Verwendung von mit TRP-2 transduzierten DC eine sta¨rkere Aktivierung von tumorspe-
zifischen T-Zellen erreicht wurde, als durch die Applikation von mit TRP-2 Peptid gepulsten
DC [104]. Diese Berichte zeigen, dass die Pra¨sentation u¨ber MHC Klasse I meist effektiver
fu¨r die Induktion von tumorreaktiven T-Zellen ist. Die in dieser Arbeit vorliegenden Daten
unterstu¨tzen diesen Befund. Durch die Beladung mit Tumorlysat wurden die Tumoranti-
gene u¨ber den weniger effektiven endosomalen Weg prozessiert und durch MHC Klasse II
pra¨sentiert. Dadurch war die Aktivierung von tumorspezifischen T-Zellen nicht ausreichend
fu¨r eine effektive gegen den Tumor gerichtete Immunantwort (Abb. 4.10).
Zur Aktivierung von T-Zellen ist, neben der Pra¨sentation von Peptiden durch den MHC,
die Expression von kostimulatorischen Moleku¨len auf der Oberfla¨che der DC unerla¨sslich.
Ohne ausreichende Kostimulation kommt es zu Anergie in T-Zellen und somit zum Verlust
einer Immunantwort durch diese Zellen. In verschiedenen Studien zeigte sich, dass neben den
klassischen kostimulatorischen Moleku¨len B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) die Expression von
OX40L eine versta¨rkte Tumorreaktion hervorrufen kann. Da bekannt ist, dass Treg u¨ber die
Bindung von OX40 an OX40L in ihrer Funktion gehemmt werden, ist die Verwendung von
OX40L bei der Vakzinierung gegen Tumore ein viel versprechender Ansatz [86, 32, 87].
In der Tat konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von B16-Tumoren durch intratumo-
rale Injektion von OX40L-exprimierenden DC ein verlangsamtes Tumorwachstum zur Folge
hatte. Diese Wirkung wurde durch Aktivierung von tumorspezifischen CD4+ T-Zellen er-
reicht [105].
In einer anderen Studie wurden DC verwendet, die gleichzeitig mit mRNA fu¨r TRP-2 und
OX40L transfiziert worden waren. Nach therapeutischer Injektion dieser DC (Tag 3 nach
Tumorinokulation) blieben B16-tragende Ma¨use zu 40 % tumorfrei. Dabei handelte es sich
um einen durch CD4+ T-Zellen vermittelten Effekt. Diese T-Zellen exprimierten CD69 und
produzierten IL-2 und IFN-γ. Die CD8+ T-Zellen zeigten hingegen keine Versta¨rkung ihrer
zytotoxischen Aktivita¨t [88].
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Diese Ergebnisse verdeutlichen nochmals, dass viele Faktoren fu¨r die Beladung und Stimulie-
rung von DC wichtig sind, um eine spa¨tere effektive Aktivierung von T-Zellen gewa¨hrleisten
zu ko¨nnen.
Neben der Art der Antigengabe spielen auch die Menge an verwendetem Antigen und die
Effektivita¨t des Reifestimulus eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von spezifischen T-
Zellen. Eine hohe Expression von Peptid:MHC-Komplexen auf den DC kann zur Einleitung
des induzierten Zelltodes (activation-induced cell death - AICD) von T-Zellen mit hoher
Avidita¨t fu¨r das pra¨sentierte Antigen fu¨hren [106].
Die in der vorliegenden Arbeit fu¨r die Behandlung des B16-Melanoms verwendeten DC
zeigten eine relativ starke Expression von MHC Klasse II und CD86 (Abb. 4.9). Da durch
Injektionen dieser DC das Tumorwachstum nicht verlangsamt werden konnte wa¨re es denk-
bar, dass diese DC tatsa¨chlich zur Induktion von AICD fu¨hrten (Abb. 4.10). Dies ko¨nnte
in der Abwesenheit von Treg sogar versta¨rkt der Fall sein. In der Literatur gibt es hierzu
jedoch keine Beobachtungen.
Daru¨ber hinaus muss in Betracht gezogen werden, dass s.c. injizierte DC nicht direkt am
Ort der Injektion wirken. Sie wandern zuna¨chst in den drainierenden Lymphknoten, wo sie
durch CD4+ T-Zellen aktiviert werden. Daraufhin exprimieren die DC OX40L und 4-1BBL,
durch die eine Kostimulierung und Aktivierung von CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen erfolgt [107].
Dieser
”
Umweg“ ko¨nnte bei einem schon bestehenden Tumor dazu fu¨hren, dass die Aktivie-
rung von tumorspezifischen T-Zellen zu spa¨t erfolgt. Durch eine zu schwache Aktivierung
von Immunantworten kommt es dann wiederum zur Selektion von Tumorzellen, die die zur
Immunisierung verwendeten Antigene nicht mehr pra¨sentieren.
Insgesamt tragen sowohl die Art der Antigenbeladung, das Antigen und der Reifungreifesti-
mulus sowie die Art der Applikation zur Effektivita¨t von DC-Vakzinen bei.
Viele Tumore, besonders B16 exprimieren lediglich schwache Selbstantigene, was eine Be-
handlung schwierig macht. Methoden zur Optimierung von DC-Vakzinen ko¨nnen daher hilf-
reich fu¨r die Verbesserung von Tumortherapien sein.
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5.2 Infiltration des Tumors durch Lymphozyten
Die Abstoßung von Tumoren ist direkt abha¨ngig davon, durch welche Zellen der Tumor
infiltriert wird. Effektor T-Zellen und NK-Zellen sind meistens an einer Abstoßungsreak-
tion beteiligt. Dagegen geht eine versta¨rkte Infiltration durch suppressive Zellen, wie z.B.
Treg mit einer schlechten Prognose einher. Um zu erfahren, welche Zellen an der Abstoßung
beteiligt sind und welche Zellen sie verhindern, hilft beispielsweise eine Analyse des Infiltra-
tionsmusters von Lymphozyten in den Tumor.
B16-Tumore werden nur sehr geringfu¨gig von Lymphozyten infiltriert. Innerhalb dieses In-
filtrates findet man hauptsa¨chlich Makrophagen, CD4+ T-Zellen und NK-Zellen und CD8+
T-Zellen (Abb. 4.13).
Entgegen anderen Berichten [47, 108] konnte in der vorliegenden Arbeit keine erho¨hte An-
zahl an CD4+CD25+Foxp3+ Zellen in den drainierenden Lymphknoten verglichen mit den
nicht-drainierenden Lymphknoten oder mit den Lymphknoten von naiven Ma¨usen festge-
stellt werden (Abb. 4.8, 4.14). Vermutlich finden jedoch die entscheidenden Reaktionen im
Tumor selbst und nicht in den Lymphknoten statt. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit
der Fokus auf die tumorassoziierten Treg gelegt.
5.2.1 Effektivita¨t der Treg-Depletion in tumortragenden Ma¨usen
Die Depletion von Treg wa¨hrend der Tumorentwicklung fu¨hrt zum Verlust ihrer in der
pra¨ventiven Anwendung beobachteten inhibierenden Wirkung auf das Tumorwachstum. Ver-
schiedene Berichte deuten darauf hin, dass der Zeitpunkt der Treg-Depletion entscheidend
fu¨r den Behandlungserfolg ist [95, 91]. Diese Beobachtungen fu¨hrten zu der Frage, inwiefern
die Verteilung der tumorinfiltrierenden Treg und konventionellen T-Zellen durch den Zeit-
punkt der Injektion von PC61 vera¨ndert wird.
In den Tumoren von pra¨ventiv mit PC61 behandelten Ma¨usen nahm die Anzahl der tumo-
rinfiltrierenden CD4+ T-Zellen durch eine pra¨ventive Injektion von PC61 nur geringfu¨gig zu,
wohingegen die Depletion von Treg wa¨hrend des Tumorwachstums zu einer Verringerung der
CD4+ T-Zellen im Tumor fu¨hrte (Abb. 4.17).
In pra¨ventiv mit PC61 behandelten Ma¨usen findet man jedoch signifikant weniger Treg und
signifikant mehr CD8+ T-Zellen im Tumorinfiltrat als in unbehandelten Ma¨usen. Im Gegen-
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satz dazu war die Menge der Treg und der CD8+ T-Zellen in unbehandelten Kontrollen oder
therapeutisch mit PC61 behandelten Ma¨usen miteinander vergleichbar (Abb. 4.16, 4.18).
A¨hnliche Beobachtungen wurden bereits in anderen murinen Tumormodellen gemacht. Bei-
spielsweise konnte in 3’-methylcholanthrene-induzierten Tumoren gezeigt werden, dass eine
pra¨ventive Depletion der Treg eine erho¨hte Infiltration der Tumore mit CD8+ T-Zellen zur
Folge hat, wodurch es zur Abstoßung des Tumors kommt [75].
In einem murinen Mammakarzinom-Modell wurde ebenfalls nachgewiesen, dass eine der Tu-
morinokulation vorausgehende Depletion der Treg zur Infiltration von aktivierten CD4+ und
CD8+ T-Zellen fu¨hrt, die eine Tumorabstoßungsreaktion nach sich zieht [108].
Durch die Depletion der gesamten CD4+ T-Zellen konnte in einem murinen Fibrosarkom-
Modell (Ag104) erreicht werden, dass mehr aktivierte CD8+ T-Zellen in den Tumor einwan-
derten. In diesem Modell war die Depletion der CD4+ T-Zellen sogar therapeutisch wirksam
[73].
Insgesamt sprechen diese Daten dafu¨r, dass die Tumorabstoßung hauptsa¨chlich durch CD8+
T-Zellen vermittelt wird. Um eine erho¨hte Infiltration des Tumors durch diese Zellen zu
erreichen scheint allerdings in den meisten Fa¨llen nur die pra¨ventive Behandlung durch
Treg-Depletion zu wirken. Zu spa¨teren Zeitpunkten kann das immunsuppressive Millieu des
Tumors durch eine Depletion der Treg nicht mehr vera¨ndert werden.
Diese Befunde deuten darauf hin, dass der Zeitpunkt zu dem die Depletion der Treg durch-
gefu¨hrt wird entscheidend fu¨r den weiteren Verlauf des Tumorwachstums ist. Außerdem
kann ebenfalls die Art der Antiko¨rper-Applikation eine Rolle spielen. Wa¨hrend die Anzahl
der Treg im Blut und den Lymphknoten nach der Injektion von PC61 sinkt, vera¨ndert sie
sich im Tumor nicht. Ob dies an einer schlechten Penetration des mAk in den Tumor oder
an einer schnellen Konversion von Effektor T-Zellen in neue Treg liegt ist unklar.
In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob eine Depletion der Treg mittels systemi-
scher mAk-Applikation die empfehlenswerteste Methode ist, um eine tumorspezifische T-Zell
Antwort zu unterstu¨tzen.
Nair et al. berichteten u¨ber eine andere Art der Treg Depletion. Dabei wurde durch Injektion
von DC, die mit Foxp3 mRNA transfiziert waren, eine spezifische Depletion von Treg durch
CTL induziert. Dabei zeigte ein Vergleich mit PC61-vermittelter Treg-Depletion, dass die
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Foxp3-DC-Vakzinierung selektiv tumorassoziierte Treg depletiert, jedoch nicht die Treg in
der Peripherie [92].
Interessanterweise ließ sich nach einer direkten Injektion des mAk PC61 in die Tumore kei-
ne Verzo¨gerung des Wachstums beobachten (Daten nicht gezeigt). Auch im Tumorinfiltrat
waren die CD25+FoxP3+ Zellen nicht reduziert.
Die gezielte Depletion der tumorassoziierten Treg mit Hilfe von an palmyliertes Protein A
gebundenem FasL konnte in einem Lymphom-Modell erfolgreich angewendet werden [109].
Es wa¨re sinnvoll zu untersuchen, ob der mAk PC61 durch die Kopplung an palmyliertes
Protein A seine Wirkung ebenfalls gezielt im Tumor ausu¨ben ko¨nnte.
Eine Alternative zur Depletion wa¨re die Inhibierung der suppressiven Funktion der Treg
z.B. u¨ber das OX40-Moleku¨l. Die Bindung dieses Moleku¨ls an seinen Liganden (OX40L)
bewirkt in konventionellen CD4+ T-Zellen eine Aktivierung, in Treg hingegen bewirkt sie
eine Aufhebung ihrer suppressiven Funktion in vitro und in vivo [32]. Wie bereits erwa¨hnt,
konnte durch OX40L-exprimierende DC eine versta¨rkte Tumorreaktion hervorgerufen wer-
den [105, 88].
Erst ku¨rzlich wurde beschrieben, dass auf Treg CD39 (nucleoside triphosphate diphospho-
hydrolase-1) exprimiert wird. Dabei handelt es sich um ein Ektoenzym das in der Lage ist
ATP zu AMP und letztlich zu Adenosin zu degradieren. Konventionelle T-Zellen exprimieren
den Adenosinrezeptor A2A und ko¨nnen durch die Bindung von Adenosin an diesen Rezeptor
inhibiert werden [110, 111]. Durch die Inaktivierung dieser Adenosinrezeptoren beispielsweise
mittels eines Agonisten kann die inhibierende Wirkung des durch Treg generierten Adenosins
blockiert werden. Ob diese Methode allerdings als therapeutische Maßnahme in Tumormo-
dellen geeignet ist muss erst getestet werden.
Der von Shimizu et al. beschriebene mAk DTA-1, erkennt GITR (Glucocorticoid-Induced
TNF Receptor Family Related Protein), das wie CD25 hauptsa¨chlich von Treg exprimiert
wird. DTA-1 bindet an GITR und verhindert in vitro und in vivo die durch Treg vermittelte
Suppression von konventionellen T-Zellen. Dabei werden die Treg nicht depletiert, sondern
es kommt zu einer gesteigerten Aktivierung der Effektor T-Zellen, da GITR kostimulierend
auf diese Zellen wirkt. [30]. Fu¨r diesen mAk konnte außerdem gezeigt werden, dass er eine
inhibierende Wirkung auf das Tumorwachstum hat, wenn er therapeutisch eingesetzt wird
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[95, 112]. Diese Wirkung beruht ebenfalls auf seinen kostimulierenden Eigenschaften, die zu
einer gesteigerten T-Zell-Aktivierung fu¨hren.
Diese Daten zeigen, dass durch die Entfernung von Treg bzw. Aufhebung ihrer Funktion Vak-
zinierungen verbessert werden ko¨nnen. Jedoch entscheidet bei der Depletion der Zeitpunkt
u¨ber die Effektivita¨t. Die Inaktivierung der Treg durch den mAk DTA-1 oder durch OX40-
OX40L Interaktion, die gleichzeitig mit einer Aktivierung von Effektor T-Zellen einhergeht,
scheint eine geeignete Methode zur Behandlung bestehender Tumore zu sein.
5.2.2 Wirkung von PC61 mAk auf Effektor T-Zellen
Obwohl in tumortragenden Ma¨usen nach der Injektion von PC61 aktivierte (CD69+) CD4
T-Zellen nachweisbar waren, ko¨nnte die Wahrscheinlichkeit bestehen, dass diese Zellen nicht
optimal aktiviert und somit nicht funktionell sind. Da durch eine zusa¨tzliche Injektion von
Tumorantigen-beladenen DC das Tumorwachstum beschleunigt wurde, deutete zuna¨chst al-
les darauf hin, dass tumorspezifische Effektor T-Zellen, die durch die DC aktiviert worden
waren, durch PC61 depletiert wurden (Abb 4.10). In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch
gezeigt werden, dass durch die Injektion von PC61 endogene CD4+CD25+ regulatorische
T-Zellen depletiert wurden, gleichzeitig jedoch exogene aktivierte OTII transgene CD4+ Ef-
fektor T-Zellen nicht in ihrer Fa¨higkeit zu proliferieren gehemmt (Abb. 4.19) waren. Auch
die Produktion von IL-2 durch die transgenen Effektor T-Zellen wurde durch PC61 nicht
negativ beeinflusst (Abb. 4.21).
Die Beobachtung, dass aus PC61-behandelten Ma¨usen durchschnittlich mehr OTII transge-
ne Zellen re-isoliert werden konnten deutet ebenfalls darauf hin, dass durch die Injektion des
mAk keine Effektor T-Zellen depletiert werden (Abb. 4.20).
Eine Begru¨ndung, warum aktivierte Effektor T-Zellen in vivo nicht von PC61 depletiert wer-
den wa¨re, dass die Expression von CD25 auf diesen Zellen in vivo nicht so stark heraufregu-
liert wird, wie bei in vitro stimulierten T-Zellen. Fu¨r CD8+ T-Zellen konnte gezeigt werden,
dass auf in vitro aktivierten T-Zellen die CD25-Expression unabha¨ngig vom Stimulus immer
stark heraufreguliert wird. Im Gegensatz dazu kann in vivo keine CD25-Expression auf den
aktivierten T-Zellen nachgewiesen werden. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass eine Ge-
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nerierung von funktionellen Effektor T-Zellen in vivo nicht unmittelbar mit der Expression
von CD25 korreliert [113].
Da auch in der vorliegenden Arbeit keine CD25-Expression in proliferierenden CD4+ T-
Zellen detektiert werden konnte, liegt die Vermutung nahe, dass PC61 Effektor T-Zellen
aufgrund mangelnder CD25-Expression nicht depletieren kann.
5.2.3 Ursprung der tumorinfiltrierenden Treg
Im Ko¨rper ko¨nnen Treg generell einen unterschiedlichen Ursprung haben. Es gibt die natu¨r-
lichen Treg, die wie konventionelle T-Zellen, die Selektion im Thymus durchlaufen [36, 37].
Daneben besteht auch die Mo¨glichkeit, Treg in der Peripherie durch Konversion von kon-
ventionellen T-Zellen zu induzieren. Dazu ist die Anwesenheit von TGF-β notwendig [18].
Tumorassoziierte Treg ko¨nnen ihren Ursprung im Pool der natu¨rlich vorkommenden Treg
haben. Diese ko¨nnen in die unmittelbare Umgebung des Tumors migrieren und dort durch
Proliferation expandieren. Ein anderer Ursprung ko¨nnen konventionelle T-Zellen sein, die im
Tumor zu Treg konvertieren.
Sowohl CD4+CD25+ Treg als auch CD4+CD25− konventionelle T-Zellen, die tumortragen-
den Ma¨usen injiziert wurden, konnten nicht im Tumorgewebe gefunden werden. Auch in
den drainierenden Lymphknoten konnte weder eine erho¨hte Anzahl dieser exogenen Zellen
gefunden werden, noch proliferierten sie in Lymphknoten oder Tumoren.
Gleichzeitig wurden jedoch endogene CD4+CD25+FoxP3+ in den Tumoren gefunden (Ab-
schnitt 4.5, Abb. 4.22, Abb. 4.23).
Diese Daten widersprechen einer Studie von Ghiringhelli et al., in der u¨ber den Einbau
von 5-bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) nachgewiesen wurde, dass in B16-tragenden Ma¨usen
CD3+CD4+CD25+ Treg durch Proliferation in den drainierenden Lymphknoten expandieren
[47]. Allerdings werden in dieser Studie keine Daten fu¨r den BrdU-Einbau in tumorassoziierte
Treg fu¨r das B16-Modell gezeigt.
Die Daten der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass endogene CD4+ T-Zellen sowie
Treg vom Beginn des Tumorwachstums an im Tumor zu finden sind. Dabei scheinen die
Zellen nicht aufgrund ihrer Antigenspezifita¨t rekrutiert zu werden, da auch CD4+ T-Zellen
5 Diskussion 98
aus tumortragenden Rezipienten nicht in die Tumore von Donorma¨usen migrieren (Abb.
4.22, rechts). Die Tatsache, dass Treg, Teff und sogar vermeintlich Tumorantigen-spezifische
CD4+ T-Zellen aus den drainierenden Lymphknoten von tumortragenden Ma¨usen, die zehn
Tage nach der Tumorinokulation injiziert wurden, nicht mehr in den Tumor wandern deutet
darauf hin, dass der B16 Tumor ab einer gewissen Gro¨ße die Einwanderung von T-Zellen
verhindert. Ein solches Szenario wurde auch schon in einem autochtonen (
”
spontan“ auf-
tretenden) Tumormodell in der Maus gezeigt. In diesem Modell wurden ebenfalls nur sehr
geringe Mengen von T-Zellen im Tumor gefunden. Eine systemische Applikation von CpG
fu¨hrte zu einer stark verbesserten Infiltration der Tumore durch CD4+ und CD8+ T-Zellen.
Diese Wirkung ist auf eine Heraufregulation der Adha¨sionsmoleku¨le ICAM und VCAM auf
dem Endothel der Blutgefa¨ße zuru¨ckzufu¨hren [114].
Es ist daher vorstellbar, dass der Tumor ab einer gewissen Gro¨ße ein Millieu schafft, durch
das ein U¨bertritt von Zellen und Proteinen (mAk) aus dem Blut ins Tumorgewebe verhindert
wird.
Durch eine zusa¨tzliche Behandlung mit proinflammatorischen Stimuli wie z.B. CpG oder
LPS wird diese Barriere u¨berwunden [114].
Bei direkter Injektion von CpG in Tumore wurde in einem anderen Tumormodell eine Ab-
stoßung der Tumore erreicht, was in diesem Zusammenhang auf eine versta¨rkte Aktivierung
von DC zuru¨ckgefu¨hrt wurde [115].
Auch im B16 Modell konnte eine gewisse Verbesserung einer Vakzinierung durch intratu-
morale Injektion von CpG erreicht werden. In der gleichen Studie konnte diese Wirkung
allerdings im autochtonen Melanom Modell nicht nachgewiesen werden [116]. Eine andere
Studie ergab, dass durch die Injektion von CpG das Wachstum von B16 verlangsamt wurde.
In diesem Falle war die Immunreaktion jedoch nicht durch T-Zellen oder NK-Zellen sondern
durch Makrophagen vermittelt [117].
Bei der Anwendung von CpG als Adjuvant fu¨r eine Tumortherapie muss noch die jeweils rich-
tige Art der Anwendung (lokal oder systemisch) bestimmt werden. In diesem Zusammenhang
wurde bereits von einer immunsuppressiven Wirkung durch A¨nderung des Applikationsortes
berichtet [118].
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Um den Ursprung der tumorinfiltrierenden Treg zu erkla¨ren, wa¨re folgende Hypothese denk-
bar. Zu Beginn des Tumorwachstums ist das Tumorgewebe noch
”
durchla¨ssig“, wodurch
Teff und Treg einwandern und zuna¨chst auch im Tumor proliferieren ko¨nnen. Wenn sich der
Tumor etabliert hat, schu¨tzt er sich vor weiterer Infiltration durch T-Zellen, indem er eine
Herabregulierung von Adha¨sionsmoleku¨len in den Blutgefa¨ßen bewirkt. Der Tumor produ-
ziert dann immunsupprimierende Substanzen wie TGF-β, wodurch Teff in Treg umgewandelt
werden.
Ob dieses Szenarion tatsa¨chlich innerhalb des Tumors geschieht muss noch genau untersucht
werden.
5.3 Immunsuppression durch andere Mechanismen
Die Mechanismen, durch die Tumore der Erkennung und Abstoßung durch das Immunsys-
tem entgehen ko¨nnen sind komplex. Um eine wirksame Therapie zu finden, sollte man sich
daher nicht ausschließlich auf eine Subpopulation von Lymphozyten konzentrieren, sondern
auch die Wirkung anderer suppressiver Zellen oder Mechanismen beru¨cksichtigen.
Neben regulatorischen T-Zellen ko¨nnen beispielsweise myeloid derived suppressor cells (MD-
SC) [119] tumorspezifische T-Zell-Reaktionen supprimieren. Diese Zellen exprimieren neben
einigen beschriebenen Markern fu¨r Monozyten (CD31, Gr-1) und Makrophagen (CD11b)
die α-Kette des IL-4 Rezeptors. MDSC verstoffwechseln L-Arginin mit Hilfe der Enzyme
Arginase 1 (ARG1) und Stickoxid Synthase 2 (NOS2). Dadurch kommt es in T-Zellen zur
Inhibierung der Translation der ζ-Kette des T-Zell-Rezeptors und zur Inhibierung der Phos-
phorylierung von Moleku¨len, die an der Signalgebung durch den IL-2 Rezeptor beteiligt sind
[120]. Dadurch sind die T-Zellen nicht mehr in der Lage aktiviert zu werden und/oder zu
proliferieren.
Eine Akkumulation von MDSC in tumortragenden Ma¨usen konnte bereits fu¨r verschiedene
Tumorarten beschrieben werden [121].
Ein anderer Mechanismus, der zu Immunsuppression im Zusammenhang mit Tumoren bei-
tra¨gt, ist die Verfu¨gbarkeit der Aminosa¨ure Tryptophan. Das Enzym Indolamin-2,3-Dioxi-
genase (IDO) baut Tryptophan ab, wobei die entstehenden Abbauprodukte (hauptsa¨chlich
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Kynurenin) und der erniedrigte Tryptophanspiegel immunsupprimierend wirken. IDO wird
von DC aber auch von Tumorzellen gebildet und kann die Induktion von Apoptose oder eine
Konversion von konventionellen T-Zellen in Treg bewirken [122, 123, 124]. Außerdem kann
IDO eine Aktivierung von T-Zellen verhindern [125]. Durch den Einsatz von siRNA wurde
gezeigt, dass das
”
Silencing“ von IDO in B16 Zellen zu verminderter Apoptose in T-Zellen
fu¨hrte und das Tumorwachstum verlangsamt wurde [126].
Um eine effektive Therapie von Tumoren, insbesondere des Melanoms zu entwickeln, mu¨ssen
also all diese Mechanismen beru¨cksichtigt werden. Selbst wenn eine erfolgreiche Depletion
von Treg im Tumor erreicht wu¨rde, mu¨sste verhindert werden, dass durch Tryptophanmangel
im Tumor de novo Treg induziert werden. Gleichzeitig mu¨ssten auch die MDSC im Tumor
depletiert werden, um zu verhindern, dass sie Effektorzellen hemmen.
5.4 Schlussfolgerungen
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Treg durch eine einzelne Injektion
von PC61 effektiv fu¨r zwei bis drei Wochen reduziert werden. Dabei werden andere Lym-
phozyten gleichzeitig nicht in ihrer Vitalita¨t oder ihrem Aktivierungsgrad beeinflusst.
Wie oben beschrieben gibt es verschiedene suppressive Mechanismen, die es Tumoren er-
mo¨glichen dem Immunsystem zu entgehen. Treg spielen dabei unumstritten eine wichtige
Rolle, denn durch die pra¨ventive Depletion dieser Zellen wird die Tumorimmunita¨t eindeu-
tig positiv beeinflusst. Bei therapeutischem Einsatz des mAk zeigte sich jedoch eine das
Tumorwachstum begu¨nstigende Wirkung. Dieser Effekt war nicht auf eine Depletion oder
Inaktivierung von Effektor T-Zellen zuru¨ckzufu¨hren.
Auffa¨llig war hingegen das unterschiedliche Infiltrationsmuster von Treg und CD8+ T-Zellen
in B16-Tumoren, wenn den Ma¨usen vor oder nach der Tumorinokulation PC61 injiziert wor-
den war. Dabei war u¨berraschend, dass sich das Infiltrationsmuster nur durch die pra¨ventive
Injektion von PC61 nicht jedoch durch therapeutische Applikation vera¨nderte. Eine Er-
kla¨rung hierfu¨r wa¨re, dass der mAk nicht in der Lage ist, bereite bestehende Tumore zu
penetrieren, somit die Tumor-assoziierten Treg nicht depletieren und gleichzeitig auch nicht
die Infiltration anderer Lymphozyten beeinflussen kann.
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Diese Beobachtungen geben einen Hinweis darauf, dass die Verteilung der Lymphozyten am
Ort der Tumorentstehung im Falle von B16 entscheidend die Entwicklung des Tumors be-
einflusst. Ein viel versprechender Ansatz zur Therapie von B16 Melanomen wa¨re daher die
Entwicklung einer Methode, die es ermo¨glicht, die Infiltration des Tumors durch Lymphozy-
ten zu modulieren.
Daru¨ber hinaus wurde hier gezeigt, dass der B16-Tumor wa¨hrend seiner Entwicklung an-
scheinend sehr fru¨h ein Millieu schafft, das den U¨bertritt von Zellen aus den Gefa¨ßen ins
Tumorgewebe verhindert. Dadurch ko¨nnen Effektor Zellen keine Abstoßung des Tumors mehr
bewirken. Gerade in bereits etablierten Tumoren interagieren außerdem neben Treg verschie-
dene suppressive Zellen am Ort der Tumorentstehung.
Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass fu¨r die Therapie von Tumoren eine einfa-
che Depletion von Treg nicht ausreichend ist. Um es Effektor T-Zellen zu ermo¨glichen ins
Tumorgewebe zu migrieren, muss die immunsuppressive Barriere des Tumors aufgelo¨st wer-
den. Zusa¨tzlich mu¨ssten neben den Treg auch MDSC und IDO-produzierende DC entfernt
oder in ihrer Funktion inhibiert werden. Nur durch eine Kombination dieser verschiedenen
Methoden wa¨re eine erfolgreiche Immuntherapie gegen Tumore denkbar.
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